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1. Il carcinoma epatocellulare: epidemiologia e fattori di rischio 
 
Il tumore primitivo del fegato è una delle neoplasie più frequenti, rappresentando 
infatti il quinto tumore per incidenza ed il terzo per letalità al mondo 
(1)
. Il cancro 
primitivo del fegato comprende, in base alle caratteristiche istologiche, il carcinoma 
epatocellulare (che rappresenta l’83% di tutti i casi), il colangiocarcinoma, 
l’epatoblastoma, il cistadenocarcinoma dei dotti biliari, l’emangiosarcoma e 
l’emangioendotelioma dell’epitelio (2). 
Il carcinoma epatocellulare (CE o HCC, Hepato Cellular Carcinoma) è uno tra i più 
letali e prevalenti tumori nella popolazione umana 
(3,4)
. L’HCC rappresenta, infatti, la 
quinta neoplasia per incidenza, con 0,25-1 milione di nuovi casi diagnosticati ogni 
anno, e la terza per mortalità, con più di 500.000 morti l’anno (1). La sua estrema 
aggressività clinica (risultante in un’aspettativa di vita media di circa sei mesi dal 
momento della diagnosi) scaturisce in parte dalla sua resistenza agli agenti 
antitumorali esistenti, in parte da una mancanza di marcatori che rivelino la presenza 
della patologia nei suoi primi stadi di sviluppo, e dal fatto che fondamentalmente una 
malattia al fegato limita l’uso di farmaci chemioterapici (in quanto questi ultimi 
richiedono generalmente attivazione metabolica a livello del fegato). In caso di 
malattia ai suoi primi stadi di sviluppo, la resezione chirurgica del tumore 
rappresenta un effettivo approccio terapeutico, così come iniezioni di etanolo o 
trattamenti di radiofrequenza. Un’opzione alternativa è fornita dal trapianto di fegato, 
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5 
ma solo in pazienti che presentano determinati requisiti 
(1-4)
. Il Sorafenib, un inibitore 
multichinasi, è il solo farmaco approvato per il trattamento dell’HCC (6,7). Tuttavia, il 
suo utilizzo è in grado di prolungare la sopravvivenza in pazienti con HCC non 
resecabile per un periodo limitato, in genere non superiore ai 3 mesi 
(7)
.  La 
relativamente scarsa attività anti-neoplastica del Sorafenib è probabilmente dovuta 




In base a queste evidenze cliniche, è pertanto necessario lo sviluppo di nuove 
strategie terapeutiche per il trattamento di questa patologia 
(8)
. Per raggiungere questo 
obiettivo, è necessaria una migliore caratterizzazione delle vie di segnale coinvolte 
nell’epatocancerogenesi. Inoltre, la costituzione di modelli di HCC di topo che 
ricapitolino le maggiori alterazioni che intervengono durante l’epatocancerogenesi 
potrebbe essere di notevole beneficio per studi farmacologici preclinici. 
Sono state riscontrate differenze significative dell’incidenza dell’HCC nelle varie 
nazioni, differenze dovute a specifici fattori eziologici così come all’etnicità (1). 
Tuttavia, la sua epidemiologia sta rapidamente cambiando, diventando l’HCC 
sempre più diffuso non solo nel Sud-Est Asiatico e in Africa, ma, a seguito del 
fenomeno dell’immigrazione, anche in Europa e nel Nord America (6,7).  
Il carcinoma epatocellulare è prevalentemente associato con il sesso maschile con un 
rapporto M/F che va da 1.3 a 12.9, in relazione all’area geografica (8). Tra i maschi il 
tasso di incidenza maggiore si trova in Asia orientale, in particolare in Cina dove 
l’HCC rappresenta la terza causa di morte per cancro.  
L’HCC non si sviluppa in tutti gli individui a rischio, suggerendo la presenza 
contemporanea di vari fattori eziologici, compresa la componente genetica. Tuttavia 
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gruppi familiari con HCC sono stati osservati di rado nell’uomo, il che suggerisce un 
ruolo minore della predisposizione genetica o, in alternativa, una predisposizione 
genetica complessa per lo sviluppo di questa neoplasia. Si potrebbe quindi ipotizzare 
l’esistenza nell'uomo di diversi alleli di suscettibilità e di resistenza, che possono 
determinare un rischio basso o elevato a seconda della loro associazione. 
Il processo di epatocarcinogenesi è dovuto all’accumulo di numerose alterazioni 
genetiche, che possono essere suddivise in due grandi gruppi: il primo gruppo di 
alterazioni è specifico dei fattori di rischio, il secondo gruppo di alterazioni non è 
correlato all’eziologia e comprende il guadagno e la perdita di cromosomi, la 
modifica del Gene TP53, l’attivazione della via WNT/β-catenina attraverso 
mutazioni a carico dei geni CTNNB1/β-catenina ed AXIN1 ed AXIN2, 
l’inattivazione del gene del retinoblastoma e la via di segnale IGF2R attraverso 
l’inattivazione di RB1 (retinoblastoma 1), P16INK4A e IGF2R. L’analisi 
complessiva di queste modifiche genetiche ha definito due modelli di 
epatocancerogenesi in base alla presenza o all'assenza di instabilità cromosomica. 
I fattori di rischio più rilevanti associati all’insorgenza dell’HCC includono le 
infezioni virali croniche del fegato dovute al virus dell’epatite B (HBV, virus 
appartenente alla famiglia degli Hepadnaviridae), C (HCV, virus appartenente alla 
famiglia Flaviviridae) o D (HDV), consumo cronico di alcool e tabacco, tossine e 
farmaci, steroidi anabolizzanti, ingestione prolungata di cibo contaminato con 
aflatossina B1 (AFB1, una tossina mutagenica prodotta come metabolita secondario 
dal fungo Aspergillus Flavus, che è stata trovata in molti cibi quali noci, frutta secca, 
spezie e olio di semi), malattie metaboliche del fegato (emocromatosi ereditaria, 
deficienza di α1-antitripsina, morbo di Wilson) e, virtualmente, tutte le condizioni 
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. Tuttavia, anche altri fattori importanti hanno contribuito 
all’aumento internazionale di insorgenza dell’HCC riscontrato nell’ultimo decennio; 
tra questi vi sono l’obesità, il diabete e la steatoepatite non alcolica (NASH). Dati 
emergenti suggeriscono che l’eziologia di molti casi di carcinoma epatocellulare è in 
realtà multifattoriale, comprendendo l’eziologia infettiva, condizioni di coesistenza 
di patologie, e fattori ambientali 
(10)
. Nel 80-90% dei casi può essere identificato 
almeno uno di questi fattori di rischio, da solo o in combinazione con altri; nel 
restante 10-20% dei casi l’HCC è stato osservato in un fegato non cirrotico e senza 
lesioni infiammatorie. 
A riprova di quanto finora menzionato, studi recenti indicano che il 30-50% dei 
decessi relativi all’HBV sono attribuibili all’HCC (11), e che i pazienti con epatite B 
presentano un rischio 25/35 volte maggiore di ammalarsi rispetto ad una persona 
sana. Per quando riguarda invece il virus dell’epatite C, questo infetta 
approssimativamente 170 milioni di individui nel mondo 
(12)
, nel 60-80% dei casi di 
HCV cronica i pazienti sviluppano cirrosi epatica, ma solo il 2,5% sviluppano un 
epatocarcinoma 
(13)
. Inoltre, una co-infezione HCV/HBV accresce questo rischio di 
130 volte 
(14)
. Un altro importante fattore di rischio nello sviluppo 
dell’epatocarcinoma è la cirrosi epatica; è dimostrato infatti che, dal 70% al 90% 
degli HCC hanno origine da un fegato con cirrosi 
(15)
. Tale rischio dipende 
fondamentalmente dall’attività, dalla durata e dall’eziologia della malattia; è più alto 
nelle cirrosi derivanti da infezioni croniche virali ed emocromatosi, mentre è dovuto 
in ordine decrescente a cirrosi, epatiti autoimmuni e cirrosi biliare, ed è inoltre basso 
nella malattia di Wilson.  
L’HBV e l’HCV contribuiscono all’oncogenesi epatica giocando un ruolo diretto 
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nella trasformazione maligna attraverso interazioni dirette tra il virus e i componenti 
cellulari
(16)
. Si è osservato, infatti, che diverse proteine virali interagiscono con 
cascate di segnale attivanti fattori di crescita, che influenzano comportamenti 
cellulari come proliferazione, migrazione e apoptosi; tali interazioni hanno come 
risultato finale la trasformazione maligna del fegato. 
L’infezione da HBV può promuovere la cancerogenesi attraverso almeno tre diversi 
meccanismi. In primo luogo, l’integrazione del DNA virale nel genoma dell’ospite 
può indurre instabilità cromosomica, e la replicazione continua degli epatociti 
fornisce uno stimolo per la propagazione delle lesioni neoplastiche e determina 
erosione dei telomeri. In secondo luogo, l’integrazione dell’HBV in specifici siti, 
causando microdelezioni nel DNA, attiva geni endogeni come la telomerasi 
trascrittasi inversa (TERT), il recettore-β del fattore di crescita derivato dalle 
piastrine (PDGFRβ), la proteina chinasi 1 attivata dai mitogeni (MAPK1) ed altri 
(17,18)
. Il terzo meccanismo di cancerogenesi legato all’infezione da HBV si basa 
sull’espressione di una proteina virale, denominata HBx, che modula la 
proliferazione cellulare. La proteina HBx è infatti in grado di legarsi alla proteina 
p53 (un soppressore tumorale che agisce promuovendo l’apoptosi e inducendo 
l’arresto del ciclo cellulare in presenza di un danno nel DNA o dell’attivazione di un 
oncogene) e inattiva le attività p53-dipendenti, inclusa l’apoptosi p53-mediata (5,19), 
aumentando quindi la proliferazione e la sopravvivenza cellulare 
(20,21). L’attività di 
attivazione trascrizionale della proteina HBx può inoltre alterare l’espressione di geni 
che controllano la crescita, come la tirosin chinasi SRC, Ras, Raf, MAPK, ERK, 
JNK ed altri geni 
(21-22)
. Il potenziale ongenico della proteina HBx è stato inoltre 
confermato in topi transgenici HBx, che sviluppano HCC nel 90% dei casi 
(23,24)
.  
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Recenti studi suggeriscono, inoltre, che integrazioni virali in vicinanza di geni che 
controllano la proliferazione cellulare, la viabilità e la differenziazione sono 
meccanismi frequentemente coinvolti nell’epatocancerogenesi indotta da HBV. Le 
mutazioni inserzionali di HBV sono note per attivare i geni endogeni del recettore 
dell’acido retinoico, ciclina A e mevalonato chinasi, che sono coinvolti nel controllo 
del ciclo cellulare, nella proliferazione e differenziazione cellulare 
(5)
.  
Al fine di combattere l’infezione virale, l’organismo induce una forte risposta 
immunitaria mediata dai linfociti T, evento che tuttavia favorisce a sua volta la 
cancerogenesi, in quanto contribuisce alla necrosi, infiammazione e conseguente 
rigenerazione degli epatociti. Nonostante l’infezione sia inizialmente acuta, il 10% 




Una mutazione nel genoma dell’HBV può inoltre alterare l’espressione di proteine 
multiple. In molti casi di HCC in Cina e in Africa, è stata trovata una doppia 
mutazione nel genoma di HBV, risultante in una sostituzione di adenina con timina 
al nucleotide 1762 e una traslocazione guanina-adenina al nucleotide 1764 
(1762T/1764A). È dimostrato che l’insorgenza di queste mutazioni è associata alla 
crescente gravità dell’infezione da HBV e cirrosi. La proteina virale HBx inibisce la 
riparazione del DNA danneggiato negli epatociti trasformati; questo effetto può 
essere mediato dall’interazione con p53 o con il legame alla proteina che lega il 
DNA danneggiato (DDB), che svolge un ruolo accessorio nella riparazione per 
escissione di nucleotidi 
(5)
.  
Un altro meccanismo di cancerogenesi indotto dall’HBV è dovuto all’interazione 
fisica fra il virus ed il reticolo endoplasmatico (RE) della cellula ospite 
(28)
, che causa 
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stress del RE e induzione di stress ossidativo 
(29)
. Questi eventi danno origine a 
segnali di crescita e di sopravvivenza cellulare, causano mutazioni attraverso la 
produzione di radicali liberi e l’attivazione delle cellule stellate (associata alla 
proliferazione cellulare, all’acquisizione della morfologia di miofibroblasti e alla 
robusta sintesi di componenti della matrice extracellulare come il collagene, che 
contribuisce allo sviluppo di fibrosi) 
(25,30)
. Il virus HBV va incontro a numerosi 
fenomeni di mutazione, di cui si avvale per eludere la risposta immunitaria 
dell’ospite e/o per la sua ritenzione all’interno della cellula, danneggiando in questo 
modo gli epatociti e causando una sofferenza del fegato tale da portare allo sviluppo 
dell’HCC (31). 
Al contrario, l’HCV causa infezioni croniche nel 60-80% dei casi (27), in quanto 
l’elevata percentuale di errori di replicazione permette al virus di evadere la risposta 
immunitaria dell’ospite (27,32). L’HCV determina cirrosi epatica nel 5-10% dei 
pazienti affetti, dopo circa dieci anni dall’infezione; tale frequenza è 10-20 volte più 
alta rispetto a quella dell’HBV (27). Si è ipotizzato che i continui cicli di morte degli 
epatociti, determinati dalla risposta immunitaria contro il virus, e la conseguente 
rigenerazione del tessuto permettano l’accumulo e la stabilizzazione di mutazioni che 
inducono lo sviluppo di HCC. Tuttavia, le interazioni patologiche fra il sistema 
immunitario ed l’HCV sono estremamente complesse e non ancora totalmente 
conosciute. La debole risposta immunitaria è presumibilmente dovuta al fatto che il 
genoma e/o le proteine del core del virus HCV alterano la funzione delle cellule 
dendritiche, importanti per l’attivazione delle cellule T (33). Oltre a ciò, le proteine del 
core dell’HCV e una proteina non strutturale codificata dal virus, la proteina NS5A, 
permettono agli epatociti di evitare la morte cellulare immuno-mediato interagendo 
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con differenti fattori coinvolti nel processo, come il recettore del fattore di necrosi 
tumorale α (TNF-α) e l’interferone-α (INF α) (39-41), mentre altre proteine usano le 
loro funzioni proteasiche per rompere ed attivare componenti importanti nella 
segnalazione della risposta immune 
(34,35)
.  
L’HCV, essendo un virus a RNA, usa il RE della cellula per il proprio processo di 
replicazione, causando così stress del RE. Le proteine del core interagiscono con vari 
elementi della via di segnale delle MAPK (quali ERK, MEK e Raf) e modulano così 
la proliferazione cellulare. La stessa proteina NS5A interagisce con la proteina p53 e 
la inattiva attraverso il suo sequestro nella membrana perinucleare (36,37). In sintesi, 
l’HCV è implicato nell’alterazione delle vie regolate da p53 che controllano la 
progressione del ciclo cellulare, la sopravvivenza cellulare, la risposta a stress 
genotossici e di ipossia nonchè l’angiogenesi tumorale (38). 
Altro importante fattore di rischio per l’HCC è rappresentato dall’alcool. L’abuso 
cronico di alcool causa l’attivazione dei monociti e la conseguente produzione di 
citochine proinfiammatorie 
(39)
; inoltre l’aumento della concentrazione di endotossine 
circolanti attiva le cellule di Küpffer (macrofagi localizzati nel fegato) che, in seguito 
a tali stimoli, rilasciano citochine in grado di determinare morte o danno degli 
epatociti, fra cui TNF-α, interleuchina 1β (IL1β), IL6 e prostaglandina E2. 
L’esposizione cronica all’etanolo determina un aumento della sensibilità all’effetto 
citotossico di TNF-α che alimenta i cicli di distruzione-rigenerazione, attivazione 
delle cellule stellate, cirrosi e, infine, HCC 
(40)
. L’alcool danneggia il fegato mediante 
stress ossidativo, stress che può contribuire all’epatocancerogenesi promuovendo lo 
sviluppo della fibrosi e della cirrosi, caratteristiche chiave di un micro-ambiente 
favorevole all’insorgenza del carcinoma epatico. L’etanolo causa inoltre la 
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diminuzione della fosforilazione della tirosina di STAT1 (trasduttore del segnale e 
attivatore della trascrizione 1), riduce l’attivazione del segnale di IFN-γ e causa la 
perdita dell’effetto protettivo di IFN-γ, controllato da STAT1, con conseguente 
danno degli epatociti 
(41)
. Anche in questo caso lo stress ossidativo indotto può 
causare mutazioni oncogeniche, come le mutazioni a carico del gene p53 
(42)
, e può 
accelerare l’accorciamento dei telomeri, causando instabilità cromosomica ed infine 
sviluppo di HCC 
(43)
.  
L’infezione cronica da parte del virus dell’epatite B è stata riportata da vari autori 
come il più forte fattore di rischio di HCC in tutto il mondo. Tuttavia, popolazioni 
con prevalenza simile di HBV hanno una diversa incidenza di HCC. Questa 
osservazione epidemiologica suggerisce la presenza di altri importanti fattori di 
rischio. L’aflatossina B1, una micotossina prodotta dal fungo Aspergillus Flavus, è 
un noto fattore di rischio per l’HCC quando presente nei generi alimentari (5); tale 
tossina induce una specifica mutazione di p53 
(20,44,45)
 e coopera all’attivazione 
mutazionale dell’oncogene HRAS (46). Il consumo di cibi contaminati da aflatossina 
B1 non porta allo sviluppo di cirrosi, ma direttamente all’HCC. Alcuni studi 
epidemiologici e su animali suggeriscono l’esistenza di un’interazione tra 
l’aflatossina B1 e l’infezione da HBV nell’epatocancerogenesi (5). Nonostante alcune 
comuni modificazioni molecolari, le basi cellulari e molecolari 
dell’epatocancerogenesi possono probabilmente differire significativamente in 
presenza di differenti fattori eziologici. E’ probabile che tali differenze contengano 
anche indizi meccanicistici e nuove opportunità preventive o terapeutiche. Una 
potenziale opportunità può derivare dalla propensione del virus HBV ad integrarsi 
nel genoma dell’ospite (a differenza del virus dell’HCV), provocando modifiche in 
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geni cancro-sensibili. È probabile che la prevenzione di questo processo di 
integrazione offra nuovi approcci preventivi. Ulteriori studi sulle cause non virali di 
HCC potrebbero aiutare i clinici a concentrarsi su quei fattori di rischio che sono 
modificabili; con più informazioni in tal senso, gli screening preventivi sarebbero 
maggiormente mirati verso le popolazioni a maggiore rischio. Si spera che questo 
approccio preventivo possa portare a una riduzione dell’incidenza di HCC non virali 
e a una diminuzione della insorgenza della patologia e della mortalità 
(10)
.  
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2. Cancerogenesi epatica multifasica 
 
La trasformazione neoplastica del fegato è un processo multifasico, meno definito 
rispetto ad altri tipi di tumore, con diverse fasi pre-neoplastiche che precedono la 
comparsa di lesioni francamente maligne. 
Le difficoltà che si incontrano nello studiare, nell’uomo, la sequenza di eventi 
precoci che portano allo sviluppo dell’HCC, rendono necessario condurre la gran 
parte degli studi su modelli animali, poi riportati all’uomo per comparazione. Le 
poche conoscenze attualmente disponibili sugli eventi che precedono lo sviluppo del 
tumore epatico indicano l’iperplasia adenomatosa e la displasia epatocellulare come 
due tipi di lesione preneoplastica epatica ben definita. 
Gli epatociti sono cellule stabili, cioè con bassa attività replicativa, sono 
mitoticamente inattivi, ma possono entrare nel ciclo di divisione cellulare in seguito 
a particolari stimoli, accumulando così danni indotti dai cancerogeni 
(47)
.  
La trasformazione maligna degli epatociti deriva da un loro accresciuto turnover 
indotto da un danno cronico del fegato e dalla sua compensatoria rigenerazione 
nell’ambito di infiammazione e danno ossidativo del DNA. Una crescita 
incontrollata e veloce aumenta notevolmente le probabilità di danni a livello genetico 
e diminuisce l’efficienza di una riparazione corretta e completa di eventuali danni al 
DNA, facendo sì che le anormalità non riparate vengano fissate e quindi trasmesse 
alla progenie, dando origine a cloni cellulari alterati che nel tempo possono 
trasformarsi gradualmente in una neoplasia. 
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La cirrosi, insieme all’iperplasia rigenerativa nodulare e ai foci iperplastici 
dell’epatite cronica, rappresenta una condizione preneoplastica riconosciuta del 
carcinoma epatocellulare.  
Lo sviluppo di noduli rigenerativi epatici, che hanno normali caratteristiche 
istologiche, rappresenta un potenziale primo passo nello sviluppo dell’HCC. In 
alcuni casi tali noduli possono crescere fino a raggiungere dimensioni talmente 
marcate da apparire simili a tumori. Essi vengono ora definiti “iperplasia 
adenomatosa” ed anche “noduli macrorigenerativi” e “noduli displastici”; si tratta di 
lesioni premaligne che hanno caratteristiche istologiche anormali, inclusa la 
comparsa di cellule caratterizzate dall’accumulo di glicogeno e lipidi al loro interno, 
e dall’aumento del numero di nuclei per unità di area in una lesione. I noduli 
displastici possono evolvere, in un periodo di tre-cinque anni, in lesioni francamente 
maligne quali, appunto, l’epatocarcinoma. Quest’ultimo acquisisce la capacità di 
invadere il tessuto circostante ed i vasi, esplicando le proprie potenzialità 
metastatiche 
(3)
. Nonostante i numerosi studi sinora effettuati, rimane poco chiaro se 
le lesioni preneoplastiche siano obbligatoriamente precancerose o se possano 
parzialmente regredire e rimodellarsi, e quali di queste lesioni abbiano un più alto o 
più basso rischio di diventare maligne. La maggior parte degli studi condotti su 
quest’argomento ha concluso che le lesioni nodulari che non presentano anomalie 
strutturali e/o cellulari sono rigenerative, mentre solo quelle che presentano tali 
anomalie sono precancerose.  
Il processo di cancerogenesi multifasica a carico del fegato è schematizzato in Figura 
1. 
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Figura 1. Sequenza cronologica delle alterazioni istopatologiche che conducono 
allo sviluppo dell’epatocarcinoma nell’uomo. Abbreviazioni: AFB1, aflatossina B1; 
HBV, virus dell’epatite B; HCV, virus dell’epatite C.  
 
L’alterata regolazione di alcune vie di trasduzione del segnale gioca un ruolo essenziale 
nell’epatocancerogenesi (9). Tra queste, l’attivazione delle cascate del segnale v-akt 
thymoma viral oncogene homolog (AKT)/mammalian target of Rapamycin (mTOR) e 
neuroblastoma ras viral oncogene homolog (Ras)/mitogen activated protein kinase 
(MAPK) viene osservata frequentemente negli HCC umani. Inoltre, la concomitante 
attivazione delle vie di trasduzione AKT/mTOR e Ras/MAPK è stato dimostrato essere 
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3. Via di trasduzione del segnale Ras/MAPK 
 
La via di segnale protein-chinasica attivata dai mitogeni (MAPK pathway) comprende 
diverse cascate molecolari tra cui la via Ras-Raf-MAPK. La via Ras/Raf/MAPK è 
probabilmente la via di trasduzione del segnale più studiata in biologia cellulare; la sua 
funzione è quella di trasdurre il segnale dalla superficie extracellulare al nucleo dove 
vengono attivati specifici geni per la crescita, divisione e differenziazione cellulare. La 
via di segnale Ras/Raf/MAPK è inoltre coinvolta nella regolazione del ciclo cellulare, 
guarigione e riparazione dei tessuti e migrazione cellulare. Tale via di segnale è infine 
in grado di stimolare l’angiogenesi, attraverso la modulazione dell’espressione di geni 
direttamente coinvolti nella formazione di nuovi vasi sanguigni. Nel complesso, 
pertanto, la via del segnale Ras/Raf/MAPK regola una varietà di funzioni cellulari che 
sono potenzialmente importanti nel processo di cancerogenesi. Non è quindi 
sorprendente che la sregolazione di questa via di trasduzione del segnale sia un evento 
comune in numerosi tipi di cancro, ed il gene Ras risulti l’oncogene più frequentemente 
mutato nei tumori umani. 
(48) 
Ras è un’importante componente della grande famiglia delle GTPasi in cellule di 
mammifero; è codificato da tre geni altamente omologhi, H-Ras, N-Ras e K-Ras che 
codificano proteine a basso peso molecolare (21 kDa), identificate come H-RAS, N-
RAS e K-RAS (nelle due varianti K-RAS4A e K-RAS4B). 
Mutazioni che attivano Ras sono presenti approssimativamente nel 30% di tutti i tumori 
umani. Mutazioni di Ras sono più frequenti nel tumore pancreatico (~70-80%), 
colangiocarcinoma (~50%) e tumore del colon (>30%). Inoltre, mutazioni di B-Raf, 
effettore a valle di Ras, si presentano frequentemente nel melanoma umano (~40%) e 
Dott.ssa Maria Giulia Pilo – La completa inibizione della via di segnale mTORC1 è necessaria 
per la soppressione dell’epatocancerogenesi indotta dall’iperespressione dei protooncogeni AKT 
e N-Ras nel topo – Tesi di Dottorato in Scienze Biomediche Indirizzo in Epidemiologia 
Molecolare dei Tumori- Università degli Studi di Sassari. 
 
18 
nel tumore della tiroide (~30%).
(49-50) 
Nella loro forma attiva, le proteine Ras sono localizzate nella parte interna della 
membrana plasmatica, mentre sono localizzate nel citosol quando in forma inattiva. 
L’enzima farnesyltransferasi (Ftase) catalizza il trasferimento della catena isoprenoide 
del carbonio 15 del farnesilpirofosfato (FPP) su un residuo di cisteina sull’estremità 
carbossilica di Ras. Questo determina l’associazione di Ras sulla membrana 
intracellulare attraverso il suo gruppo farnesilico. Dopo isoprenilazione, 
un’endopeptidasi rimuove tre aminoacidi all’estremità carbossi-terminale della proteina 
e questa estremità viene metilata da parte di una metiltransferasi. In seguito, una 
palmitoiltransfersi catalizza l’aggiunta di due gruppi di acidi grassi palmitoilici a lunga 
catena su un residuo di cisteina appena a monte della cisteina carbossi-terminale 
farnesilata e questo stabilizza l’interazione di RAS con la membrana. 
Lo stato di attivazione delle proteine Ras, come illustrato nella Figura 2, dipende dal 
fatto che queste siano legate a GTP (in questo caso esse sono attive e capaci di 
interagire con bersagli enzimatici) o GDP (in questo caso esse sono inattive e non sono 
in grado di interagire con i loro effettori). Nelle cellule normali l’attività delle proteine 
Ras è controllata dal tasso di GTP e GDP legato. In vitro, Ras purificato possiede una 
bassa attività GTPasica intrinseca che determina che il GTP legato sia lentamente 
convertito a GDP. Esso ha anche un lento tasso di scambio nucleotidico tramite il quale 
GDP legato è gradualmente sostituito da GTP. Questi processi sono catalizzati dentro la 
cellula da due enzimi: lo scambio nucleotidico da parte di fattori di scambio guanina 
nucleotide (GEF) e l’idrolisi dei nucleotidi da parte di proteine attivanti le GTPasi 
(GAP). Il bilancio tra queste proteine determina lo stato di attivazione di Ras e dei suoi 
bersagli a valle. Molti tipi di recettori, tra cui i recettori tirosin chinasici ed i recettori 
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accoppiati a proteine G, sono in grado di attivare Ras. In seguito ad attivazione di 
recettori tirosin chinasici, come il recettore del fattore di crescita epidermico (EGFR), il 
recettore autofosforilato lega domini SH2 della proteina 2 legante il fattore di crescita 
della proteina adattatrice (GRB2). Attraverso il suo dominio SH3, GRB2 è legato a SOS 
sulla membrana plasmatica dove si trova Ras in seguito al processo di farnesilazione. La 
vicinanza di SOS a Ras determina un incrementato scambio nucleotidico di Ras, sul 
quale GDP è sostituito da GTP. I recettori accoppiati a proteine G possono attivare in 
Ras la stimolazione di fattori di scambio. In alcuni casi, questo coinvolge la 
transattivazione di recettori tirosin chinasici per fattori di crescita. Altre proteine non 
recettoriali possono essere fosforilate su residui di tirosina e favorire l’interazione con 
GRB2. La diversità di questi fattori di scambio implica che Ras è attivato da molteplici 
stimoli extracellulari. Quest’attivazione è inibita dagli effetti di differenti GAP che 
promuovono l’idrolisi di GTP legato a Ras e determinano la rapida inattivazione di Ras 
dopo stimolazione. 
Ras legante GTP è capace di legare e attivare differenti enzimi effettori che partecipano 
nella regolazione della proliferazione cellulare, sopravvivenza ed altri aspetti del 
comportamento cellulare che possono contribuire al fenotipo trasformato. Il primo 
effettore di Ras ad essere caratterizzato nei mammiferi è stata la protein chinasi 
serina/treonina RAF. Ras legante GTP lega e contribuisce all’attivazione di tre proteine 
RAF: c-RAF-1, BRAF, ARAF. Questa interazione determina la localizzazione di RAF 
sulla membrana plasmatica e la sua conseguente attivazione. Una volta attivato, RAF 
fosforila e attiva a valle le protein chinasi 1 e 2 attivate da mitogeni (MEK1 e MEK2), 
chinasi che sono capaci di fosforilare e attivare le protein chinasi attivate da mitogeni 1 
e 2 (MAPK) ERK1 e ERK2 (chinasi 1 e 2 regolate da segnali extracellulari).  
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I substrati di ERK1/2 sono proteine citosoliche e nucleari che possono essere trasportate 
nel nucleo in seguito ad attivazione, come avviene nella regolazione dei fattori di 
trascrizione che modulano proteine regolatrici del ciclo cellulare, e che rendono le 
cellule capaci di progredire oltre la fase G1 del ciclo cellulare. L’attivazione di RAF 
insieme ad altri segnali può promuovere la progressione del ciclo cellulare. 
Oltre al segnale Ras/MAPK, Ras è in grado di attivare altri percorsi effettori. Ras può 
interagire, infatti, con la subunità catalitica del fosftatidilinositolo 3-chinasi di tipo I 
(PI3K) determinando l’attivazione di una chinasi lipidica come conseguenza della sua 
traslocazione sulla membrana e del suo cambiamento conformazionale. PI3K fosforila il 
fosfatidiliinositolo 4,5 bifosfato (PtdIns 4,5 P2) per produrre il fosftatidilinositolo 3,4,5 
trifosfato (PtdIns 3,4,5 P3), un secondo messaggero che lega un ampio numero di 
proteine. PI3K controlla l’attività di un gran numero di enzimi a valle, i più importanti 
dei quali sono la chinasi PDK1 (protein chinasi 1 dipendente dal 3-fosfoinositide) e 
AKT. PDK1 è importante per l’attivazione di numerose protein chinasi. AKT ha un 
grande potere antiapoptotico che svolge attraverso la fosforilazione di numerosi bersagli 
e ha un ruolo molto importante nel segnale di sopravvivenza generato da Ras.  
La cascata Ras, PI3K ed mTOR forma un segnale biochimico che, quando 
impropriamente attivato, determina la proliferazione cellulare anche in assenza di 
stimoli ambientali di crescita 
(51)
. Questo segnale contribuisce alla cancerogenesi 
attraverso la fosforilazione coordinata di proteine che regolano direttamente la sintesi 
delle proteine, la progressione del ciclo cellulare e il metabolismo e, attraverso la 
regolazione di fattori di trascrizione, l’espressione di geni coinvolti in questo processo. 
mTOR è una serina/treonina chinasi altamente conservata che è coinvolta nel controllo 
della crescita cellulare in risposta a svariati stimoli ambientali. Recenti lavori hanno 
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dimostrato che Ras e PI3K convergono per attivare mTOR in modo che possa stimolare 
la crescita cellulare. 
Nell’ottica della scoperta e messa a punto di nuovi trattamenti terapeutici target-mirati, 
ha acquisito un notevole slancio la considerazione dello sviluppo di inibitori delle vie di 
segnalazione RAS-RAF- MEK-ERK/MAPK e dei loro attivatori a monte 
(52)
.  
Nell’HCC umano, numerosi studi indicano un’ubiquitaria attivazione della via di 
segnale Ras/MAPK, supportando il ruolo critico di questa cascata del segnale nelle fasi 
di inizio e progressione del tumore epatico
 (53)
. Inoltre, l’attività anti-tumorale del 
Sorafenib osservata in pazienti con HCC, che agisce su recettori tirosin chinasici e le 
Raf chinasi, fornisce ulteriori prove dell’importanza della via di segnalazione 




É interessante notare che, i membri della famiglia di Ras e B-Raf sono raramente mutati 
nell’HCC umano (49,55,56). Sono stati identificati meccanismi alternativi alla mutazione 
somatica, che portano all’attivazione delle vie di segnale Ras/MAPK e includono iper-
espressione e attivazione di recettori tirosin chinasici, come EGFR e c-Met, cosi come 
la perdita dell’espressione degli inibitori della via di segnale Ras, come Spry2, DAB2, 
RKIP, RASSF1A, e NORE1A
 (57,58)
. In modelli di topo, non è stata osservata nessuna 
formazione del tumore quando negli epatociti è espressa solamente la forma attivata 
mutata di Ras, indicando che l’attivazione della sola via Ras/MAPK non è sufficiente ad 
indurre la formazione dell’HCC in vivo. Uno scenario possibile nei fegati che iper-
esprimono Ras è il verificarsi della senescenza e l’eliminazione degli epatociti 
senescenti da parte del sistema immunitario. Quindi, presumibilmente è necessario un 
ulteriore evento oncogenico per indurre l’epatocancerogenesi quando Ras è attivato. 
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Figura 2. Regolazione della via di segnale Ras/MAP chinasi. Nelle cellule non 
stimolate, la maggior parte delle proteine Ras si trova nella forma inattiva, legata al 
GDP; il legame di un fattore di crescita al suo RTK porta alla formazione del complesso 
attivo Ras-GTP. L’adattatore proteico GRB2, in associazione con il fattore di scambio 
guaninico Sos, si attacca al recettore RTK attraverso il suo dominio SH2. Questo porta il 
complesso GRB2-Sos in prossimità della membrana, dove catalizza lo scambio del 
nucleotide guaninico su Ras. La proteina Ras attivata si associa con la proteina chinasi 
Raf. La sua localizzazione nella membrana porta all’attivazione e successiva 
fosforilazione della chinasi con doppia specificità MEK che fosforila ERK su residui 
tirosina e treonina separati da un singolo aminoacido. La dimerizzazione di ERK espone 
un peptide segnale che permette alla MAP chinasi di interagire con proteine che lo 
guidano nel nucleo (traslocazione). (Smith G, Bounds R, Wolf H, Steele RJC, Carey 
FA, Wolf CR. Br J Cancer 2010;102:693-703) 
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4. Via di trasduzione del segnale AKT/mTOR 
 
La Fosfatidil-Inositol-3-cinasi (PI3K) è una famiglia di chinasi che fosforila l’inositolo 
a livello del 3´-OH, e che comprende tre classi (I, II e III). Le PI3K di classe I in vivo 
fosforilano di preferenza il fosfatidil inositolo 4,5 bisfosfato a fosfatidil inositolo 3,4,5 
trisfosfato, il quale recluta sulla membrana citoplasmatica proteine contenenti un 
pleckstrin homology (PH) domain, tra cui AKT e PDK1 
(59)
. 
La classe I è a sua volta divisa in due sottoclassi: A (chinasi attivate da TKR, Ras e 
GPCR) e B (attivate da GPCR). Le PI3K di classe IA sono eterodimeri che 
comprendono una subunità catalitica (p110α, p110β, p110δ) e una regolatrice (p85α, 
p85β, p55α, p55γ, p50α). Le PI3K di classe IB sono invece composte da una subunità 
regolatrice p101 e una subunità catalitica p110γ (60). 
La classe II comprende tre isoforme di PI3K: PI3K-C2α, PI3K-C2β e PI3K- C2γ, che 
fosforilano preferenzialmente il fosfatidil inositolo a fosfatidil inositolo-3-fosfato. La 
classe III comprende solamente vps34 (vacuolar protein sorting 34) che si trova 
associata come eterodimero alla subunità regolatrice vps15 
(61)
.  
V-akt murine thymoma viral oncogene homolog (AKT) è una serina-treonina chinasi, 
che esiste in tre isoforme con alto grado di omologia di sequenza ma differenze 
funzionali: AKT1/α, AKT2/β e AKT3/γ. AKT interagisce attraverso il suo dominio PH 
NH2-terminale con il PI(3,4,5)P3. Quest’ultimo la recluta sulla membrana, dove AKT 
subisce un cambio conformazionale che le permette di essere attivata in seguito alla 
fosforilazione da parte di PDK1 sulla Treonina 308 e dal complesso 2 di mTOR 
(mTORC2), anche se potrebbero essere coinvolte altre chinasi, sulla Serina 473 
(62)
. La 
fosforilazione di entrambi i siti sopra menzionati è necessaria alla completa 
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attivazione di AKT, che può quindi esplicare le sue funzioni di chinasi. Al momento 
sono stati identificati più di 100 substrati di AKT, tutti coinvolti, direttamente o 
attraverso intermediari, in processi di sopravvivenza o proliferazione cellulare 
(60)
.  
Il mammalian target of rapamicin (mTOR) è un enzima della famiglia delle PI3K-
related kinase, ma nonostante una forte omologia di sequenza del suo dominio catalitico 
COOH-terminale con PI3K, funziona solo come proteina-chinasi 
(63)
. mTOR fa parte 
integrante di due complessi distinti, denominati mTORC1 (composto da 
mTOR/Raptor/mLST8/PRAS40/FKBP38 e particolarmente sensibile all’antibiotico 
Rapamicina) e mTORC2 (composto da mTOR/Rictor/mLST8/SIN1/Proctor e sensibile 
alla Rapamicina ed agli analoghi della Rapamicina solo in seguito a trattamento 
prolungato). 
Il complesso mTORC1 fosforila alcuni elementi del macchinario della sintesi proteica, 
come 4EBP1 e p70 S6K, in risposta a fattori di crescita o nutrienti. La fosforilazione di 
4EBP1 (eukaryotic initiation factor 4E-binding protein1) risulta nel rilascio di eIF4E 
(eukaryotic initiation factor 4E), che prende parte nella formazione di un complesso 
iniziatore della traduzione, mentre p70S6 fosforila la proteina ribosomale 40S S6, che 
partecipa all’attiva traduzione degli mRNA. mTOR assicura, integrando segnali 
provenienti da fattori di crescita, mitogeni, ossigeno, glucosio e aminoacidi, che la 




mTORC1 regola una serie di passaggi critici coinvolti nella sintesi proteica, ma in 
particolare modula l’espressione di proteine come c-Myc, cyclin D1, cinasi ciclina 
dipendente 2, la proteina del retinoblastoma, hypoxia-inducible factor (HIF)-1α, ornitina 
decarbossilasi, p27Kip1 and VEGF, tutti fattori cruciali nella proliferazione e nella 
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sopravvivenza cellulare, oltre che nell’angiogenesi (65). 
AKT regola l’attivazione del complesso mTORC1 attraverso un processo multifasico, 
fosforilando e inibendo il gene TSC2 (tuberous sclerosis 2 o amartina). Questa è una 
proteina GAP (GTPase activating protein), che in associazione con TSC1 (tuberous 
sclerosis 1 o tuberina) inibisce la proteina G Rheb (Ras homolog enriched in brain). 
L’inibizione di TSC2 da parte di AKT permette a Rheb di accumularsi nella sua forma 
legata a GTP e attivare mTORC1. Anche ERK1/2 e p90RSK sono in grado di 
fosforilare TSC2, sopprimendo in tal modo la sua azione inibitrice su Rheb. Le proteine 
AKT e mTOR sono collegate tra loro da circuiti di regolazione positiva e negativa. 
Quando AKT attiva mTORC1, infatti, ques’ultimo inibisce AKT attraverso un 
meccanismo di feedback negativo 
(65)
. Al contrario, l’inibizione di mTORC1 determina 
l’iperattivazione di AKT e dei suoi substrati sia in vitro sia in vivo (66,67), oltre che 
l’attivazione delle proteine ERK1 e 2 attraverso la cascata p70S6K/PI3K/Ras/Raf/MEK 
(68)
. La Rapamicina, un antibiotico appartenente alla famiglia dei Macrolidi con 
proprietà antifungine e immunosoppressive, si lega alla proteina citoplasmatica 
FKBP12 (FK506-binding protein-12) e in complesso con questa inibisce le chinasi della 
famiglia mTOR. Di conseguenza, la Rapamicina e gli altri inibitori di mTOR mostrano 
una significativa attività contro tumori con attivazione della via di segnale 
PI3Kinase/AKT/mTOR 
(69)
. L’attivazione costitutiva della via di segnale 
PI3K/AKT/mTOR è stata indicata come uno dei principali determinanti di crescita e 
sopravvivenza cellulare in molti tipi di tumore solido, incluso l’HCC (70). Nel contesto 
della via di segnale PI3K/AKT, l’attivazione di AKT avviene principalmente attraverso 
due meccanismi, entrambi convergenti su PIP3. Il primo meccanismo prevede 
l’attivazione di recettori tirosina chinasici, in particolare i già citati IGFR, EGFR, 
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spesso iper-espressi negli HCC e nei fegati cirrotici 
(71)
 in seguito a stimolo da parte dei 
rispettivi ligandi, a loro volta iper-espressi negli HCC 
(72)
. Il secondo meccanismo 
molecolare consiste invece nell’attivazione costitutiva di PI3K o la perdita di efficienza 
di PTEN, il principale inibitore cellulare della sintesi di PIP3. Alterazioni nella 
funzionalità di PTEN possono portare all’attivazione incontrollata della via di segnale 
PI3K/AKT/mTOR negli HCC. Il gene PTEN è mutato nel 5% degli HCC, subisce 
spesso delezioni, e la sua espressione è ridotta in quasi metà degli HCC, risultando 
pertanto nell’attivazione costitutiva della via di segnale PI3K/AKT/mTOR (73). Inoltre, 
l’espressione di PTEN può essere ridotta significativamente per via diretta dalla 
proteina HBX in pazienti infetti da infezione cronica da HBV 
(74)
. Esistono anche delle 
evidenze sperimentali che suggeriscono che la via di segnale PI3K/AKT/mTOR possa 
essere attivata da mutazioni somatiche nel gene PIK3CA, che codifica la subunità 
catalitica p110α di PI3K (75). Quest’alterazione genica è presente nel 30% degli HCC ed 
è associata a prognosi infausta 
(79)
. AKT attivata fosforila diversi bersagli tra cui fattori 
inibenti la crescita come FOXO1 e FOXO3 (mammalian forkhead members of the class 
O), la cui fosforilazione ne determina l’accumulo citoplasmatico e l’inattivazione (76). 
Allo stesso modo, AKT fosforila, inattivandole, proteine citoplasmatiche con funzione 
pro-apoptotica come la proteina BAD (BCL-2 associated death promoter) e la caspasi 9. 
AKT attiva inoltre, sempre attraverso fosforilazione, il mammalian target of rapamicin, 
(mTOR) 
(77,78)
. I complessi formati da mTOR a loro volta regolano la p70 S6 chinasi, 
una serina-treonina chinasi, e il repressore della traduzione proteica PHAS-1/4E-BP. 
Queste proteine regolano la traduzione delle proteine regolatrici del ciclo cellulare e 
promuovono la progressione del ciclo cellulare stesso. La via di segnale AKT/mTOR è 
illustrata nella Figura 3. 
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Figura 3. Rappresentazione schematica della via di segnale AKT/mTOR (Martelli 
AM, Evangelisti C, Chiarini F, McCubrey JA. The phosphatidylinositol 3-
kinase/Akt/mTOR signaling network as a therapeutic target in acute myelogenous 
leukemia patients. Oncotarget 2010;1:89-103). 
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5. Metodica di trasferimento genico idrodinamico (“hydrodynamic gene delivery”) 
 
Il trasferimento genico idrodinamico è un efficiente, sicuro ed economico metodo che 
consente l’introduzione di materiale genetico all’interno delle cellule. Recentemente 
tale metodica ha aperto nuovi orizzonti per gli studi di terapia genica in vivo attraverso 
l’utilizzo di una rapida iniezione di un volume di DNA “nudo” relativamente grande nei 
vasi sanguigni. Questo metodo risulta attualmente essere superiore a simili metodiche 
già esistenti per la sua semplicità, efficienza e versatilità. L’ampio successo 
nell’applicazione dei principi di iniezione idrodinamica di DNA, RNA, proteine, e 
composti sintetici in cellule di vari tessuti di piccoli animali, ha spinto di recente la 
ricerca a mettere a punto tale metodica per l’uso clinico. (80) 
I primi studi sono stati condotti alla fine degli anni 90 su topi e ratti iniettando la 
soluzione di DNA nella vena epatica e nella vena porta. Da allora, il trasferimento 
genico idrodinamico è diventato un metodo comune per l’introduzione di DNA e RNA 
in roditori e si è rivelato utile in un’ampia area di applicazioni. Per esempio, 
l’introduzione di DNA plasmidico attraverso la vena caudale è stato utilizzato per 
accertare il coinvolgimento di specifici geni nello sviluppo o regressione di condizioni 
fisiopatologiche soprattutto a carico del fegato. Più recentemente, il trasferimento 
genico idrodinamico è stato utilizzato per l’introduzione di small interfering RNA 




Il termine “idrodinamico” è dovuto alla necessità di utilizzare appunto grandi volumi e 
tempi ristretti per ottenere nei capillari la pressione necessaria a incrementare la 
permeabilità delle cellule endoteliali e parenchimatose.  
Inoltre, il trasferimento genico idrodinamico è stato adoperato per incrementare 
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l’efficienza di trasduzione di vettori virali. 
Il metodo di trasferimento genico idrodinamico è stato sviluppato basandosi sui 
progressi nella comprensione della struttura e delle caratteristiche dei vasi sanguigni e 
sulle proprietà dei fluidi che passano attraverso tali vasi. La principale ragione per cui le 
cellule parenchimatose sono il bersaglio dell’iniezione idrodinamica è perché 
l’endotelio capillare e le cellule parenchimatose sono strettamente associati, 
consentendo un immediato accesso del DNA alle cellule parenchimatose una volta 
distrutta la barriera endoteliale. In aggiunta, la parete capillare è sottile e relativamente 
facile da rompere. Il trasferimento genico idrodinamico usa la forza idrodinamica 
generata dall’iniezione a pressione di un grande volume di DNA nel vaso sanguigno in 
modo da permeare l’endotelio capillare e generare dei “pori” nella membrana 
plasmatica delle cellule parenchimali circostanti, così che il DNA o le altre 
macromolecole di interesse possano raggiungere l’interno della cellula (81,82). Con il 
tempo, i pori della membrana si chiudono intrappolando le molecole all’interno. In 
generale, l’efficienza della procedura del trasferimento genico idrodinamico è 
determinata dalla struttura capillare, dall’architettura delle cellule circostanti i capillari, 
e dalla forza idrodinamica applicata all’interno del vaso (83,84,85,86). Tra i due tipi di 
capillari, i capillari fenestrati o sinusoidi sono più sensibili alla procedura idrodinamica 
rispetto ai capillari continui perché hanno delle fenestrature tra le cellule endoteliali 
adiacenti e non presentano lamina basale, oppure, quando presente, è più sottile 
(87)
. Una 
volta endocitato, il DNA di interesse viene stabilmente integrato nel genoma 
dell’epatocita attraverso una transposasi. La transposasi viene clonata all’interno di un 
plasmide ed iniettata attraverso la vena caudale nella soluzione contenente il DNA 
“nudo”. La transposasi generalmente più utilizzata è la “Sleeping Beauty” (83,84,85,86).  
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Al giorno d’oggi, sono stati effettuati numerosi studi mettendo a punto metodiche di 
trasferimento genico idrodinamico in diversi tessuti (principalmente fegato, muscolo 





 Il maggiore successo nell’applicazione del trasferimento genico idrodinamico si è 
ottenuto nel trasferimento genico in epatociti di roditori. La procedura standard implica 
l’iniezione nella vena caudale in 5-7 secondi di una soluzione fisiologica, equivalente 
all’8-10% del peso corporeo (90,91). Meccanicamente, il passaggio di un così grande 
volume di soluzione di DNA direttamente nella vena cava inferiore estende le fibre 
miocardiche oltre la lunghezza ottimale per la contrazione, induce congestione cardiaca, 




L’approccio idrodinamico consente il trasferimento di materiale genetico senza 
l’utilizzo di vettori virali o non virali, rendendo la tecnica vantaggiosa ai fini di un 
utilizzo clinico, ma un utilizzo a fini terapeutici sull’uomo presenta ancora problemi di 
carattere pratico. Sebbene, infatti, l’utilizzo di vene periferiche nei modelli di topo e 
ratto abbia eliminato la necessità di interventi chirurgici al fine di ostruire le vie di 
deflusso della soluzione iniettata, in studi su esseri umani non si è potuta ottenere una 
pressione sufficiente a indurre la permeabilizzazione delle membrane di epatociti, 
parenchima e endotelio dei capillari, né per semplice iniezione via catetere, attraverso la 
vena giugulare o l’arteria femorale fino alla vena cava inferiore (92), e neppure in seguito 
a clampaggio della vena porta
 (86)
. Infatti, sebbene in principio si sia ipotizzato che il 
trasferimento del materiale genetico avvenisse attraverso un meccanismo mediato da 
recettori 
(93)
, risulta più probabile che il passaggio attraverso la membrana 
citoplasmatica avvenga per idroporazione in seguito alla distensione dei tessuti 
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epatici a seguito dell’aumento della pressione intravascolare (81). 
L’efficienza di trasferimento si è dimostrata molto inferiore in animali di dimensioni 
superiori rispetto a modelli come topi, ratti o conigli, ma non è ancora chiaro se questo 
dipenda dalle diverse dimensioni del fegato o piuttosto da differenze nella sensibilità 
dell’organo alla tecnica (94). Affinchè l’iniezione generi una pressione adeguata, la 
velocità del flusso non è sufficiente: uguale volume di soluzione iniettata attraverso la 
vena caudale o la vena porta in un modello di ratto dà luogo a efficienze di 
trasferimento molto diverse. La differenza è probabilmente dovuta al fatto che nel primo 
caso le reti capillari ai due lati della vena porta possono offrire un’adeguata resistenza 
elastica, mentre nel secondo caso la soluzione iniettata è facilmente dissipata nel circolo 
venoso. 
Gli animali sottoposti ad iniezione idrodinamica sopravvivono bene, nonostante siano 
documentati effetti temporanei quali disfunzioni cardiache, aumento della pressione 
intraepatica, espansione e deformazione strutturale del fegato 
(94)
, e il loro tasso di 
crescita successivo al trattamento rimane paragonabile a quello osservato negli animali 
di controllo
 (91)
. La possibilità di ottenere una pressione intravascolare adeguata ad un 
efficiente trasferimento di DNA riducendo il volume di soluzione iniettata, 
permetterebbe di limitare gli effetti collaterali legati ad aritmie cardiache, rendendo la 
tecnica abbastanza sicura da poter essere utilizzata sull’uomo a fini terapeutici. A questo 
scopo sarebbe utile una tecnica di trasferimento genico idrodinamico assistita da 
computer, dove il volume e il flusso di soluzione iniettata vengano gestiti da un 
software che li regolerebbe in maniera da mantenere la pressione indotta all’interno dei 
vasi costante a un valore ideale. 
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Figura 4. Principio della metodica di trasferimento genico idrodinamico per 
l’induzione del tumore epatico nel topo. (A) Struttura del plasmide utilizzato per lo 
studio contenente il gene di interesse (gene X) ed il plasmide contenente la transposasi 
“Sleeping Beauty” (SB). (B) Rappresentazione schematica della metodica. (C) 
Colorazione immunoistochimica della β-catenina nel fegato del topo wild-type non 
iniettato (pannello di sinistra) e della forma attivata della β-catenina (∆-N90-β-catenin) 
nel fegato di topo iniettato (pannello di destra). È evidente la sporadica localizzazione 
nucleare/citoplasmatica di ∆-N90-β-catenin negli epatociti trasfettati con il costrutto 
(pannello di destra), mentre, la β-catenina è localizzata a livello della membrana 
plasmatica nei fegati dei topi wild-type (pannello di sinistra). Ingrandimento originale 
200x; (D) Immagine macroscopica di tumori epatici multipli sviluppati nel topo in 
seguito ad iniezione idrodinamica del protoncogene c-Myc. 
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6. Modello murino AKT 
 
Per esaminare come l’iper-esperessione di AKT contribuisca ad una aberrante sintesi 
lipidica e all’epatocancerogenesi in vivo, abbiamo sviluppato un modello di topo. 
Combinando l’iniezione idrodinamica con l’integrazione somatica mediata da Sleeping 
Beauty, abbiamo espresso stabilmente AKT miristilata HA tag (myr-AKT) negli 




Sebbene l’iniezione di altri vettori da soli o di altri oncogeni, inclusi Bmi1 o NRasV12, 
non inducessero cambiamenti istologici nel fegato 
(96), l’espressione di myr-AKT ha 
avuto un forte impatto sulla struttura del fegato. Già tre giorni dopo l’iniezione 
idrodinamica, il fegato era morfologicamente alterato; erano visibili, infatti, singole 
cellule o piccoli nidi di cellule alterate. Queste cellule mostravano grossi accumuli 
chiari nel citoplasma, dovuti all’accumulo di glicogeno e lipidi. L’analisi 
immunoistochimica con l’anticorpo HA-tag ha confermato che queste cellule avevano 
incorporato il costrutto iniettato. Un’indicazione dell’attività proliferativa era dimostrata 
dall’aumentata espressione del “proliferating cell nuclear antigen” (PCNA) nei nuclei 
cellulari quando comparate agli epatociti circostanti. Dodici settimane dopo l’iniezione, 
i fegati erano ingrossati e il colore era cambiato, diventando meno omogeneo, irregolare 
e pallido rispetto ai controlli normali. Circa il 50% del tessuto epatico era occupato da 
numerose lesioni preneoplastiche. I foci individuali erano formati da un numero 
superiore a 30 epatociti alterati, tutti mostravano una morfologia a cellule chiare e un 
alto contenuto lipidico. Tre dei cinque animali presi in esame presentavano un piccolo 
adenoma epatocellulare, della misura variabile tra 0.7 e 1.8 mm di diametro. Ventotto 
settimane dopo l’iniezione, la continua proliferazione delle cellule preneoplastiche ha 
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condotto ad un ingrossamento massivo e alla deformazione dei fegati. Infatti, i tessuti 
lesionati in ognuno dei cinque animali presi in esame occupavano un volume di fegato 
maggiore dell’80%. Sebbene la maggior parte delle lesioni fossero di tipo 
preneoplastico, ciascuno degli animali presentava numerosi tumori. In tutti i topi sono 
stati riscontrati adenomi cellulari multipli, dal diametro non superiore ai 13 mm. 
Tuttavia tre dei cinque topi mostravano un HCC della misura non superiore ai 12 mm di 
diametro. Sebbene il fenotipo cellulare con depositi chiari di lipidi fosse quello 
predominante nei foci preneoplastici e nell’adenoma epatocellulare, le cellule di HCC 
mostravano un aumento della basofilia citoplasmatica e una diminuzione di lipidi 
intracitoplasmatici, ma conservavano la crescita di tipo trabecolare ed erano ben 
differenziate. Nell’HCC sono state osservate figure mitotiche, corpi apoptotici e aree di 
necrosi. Sebbene la differenziazione epatocellulare predominasse durante il processo di 
epatocancerogenesi (tessuto alterato >90%), emergeva una piccola porzione di foci 
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Figura 5. Epatocancerogenesi multifasica in topi che iperesprimono AKT a seguito 
di trasferimento genico idrodinamico. (A) Aspetto macroscopico del fegato dei topi 
wild-type e dei topi iniettati con AKT (questi ultimi analizzati a 12 e 28 settimane dopo 
l’iniezione). I fegati dei topi iniettati con AKT miristilato a 12 settimane (12w) 
mostrano un aspetto discutibile e più pallido rispetto ai controlli normali (topi wild-
type; WT) e hanno dimensioni considerevolmente maggiori, come indicato dalla scala 
graduata sopra di essi. A 28 settimane dall’iniezione (28w), i cambiamenti sono molto 
più evidenti e i tumori estremamente più sviluppati; la freccia indica un HCC di grandi 
dimensioni. (B) Caratteristiche istologiche dei fegati con iperespressione di AKT, 
esaminati 3 giorni dopo l’iniezione idrodinamica. In questa prima fase si notano le 
primissime alterazioni nel tessuto epatico (alcune indicate dalla freccia), caratterizzate 
da una notevole espansione del citoplasma chiaro. Le cellule lesionali sono 
principalmente localizzate nella zona 3 dell’acino epatico (v, vena epatica) mentre gli 
epatociti periportali (zona 1 dell’acino epatico; p, tratto portale) rimangono inalterati. 
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(B; foto principale). Immunoistochimicamente, queste cellule mostrano possedere HA-
Tag (colorazione marrone; B, foto in alto a destra), e un aumento dell’espressione 
nucleare d PCNA (indicato dalla freccia; foto in basso a destra) indice della loro attività 
proliferativa. (C) Dodici settimane dopo l’iniezione idrodinamica, come conseguenza 
della proliferazione delle cellule preneoplastiche iperesprimenti AKT, circa il 50% del 
fegato è occupato da foci preneoplastici a cellule chiare, formati da numerosi gruppi di 
cellule (indicate dall’asterisco; foto principale). A causa delle loro dimensioni, le lesioni 
risultano più spesso presenti nell’area periportale (zona 1 e 2 dell’acino epatico), anche 
se sono state ugualmente riscontrate anche nella zona 3 dell’acino epatico (v: vena 
epatica; p: tratto portale). Il citoplasma delle cellule alterate è ricco di lipidi come 
iodnicato dalla colorazione Oil red O (C; foto in alto a destra). Nelle grande lesioni 
occasionalmente sono state riscontrate figure mitotiche (indicate dalla freccia; C, foto in 
basso a destra). (D) Ventotto settimane dopo l’iniezione idrodinamica, circa l’80% del 
fegato è occupato da tessuto lesionato (indicato dalla freccia; l’asterisco indica invece 
un’area di tessuto normale), e sono presenti carcinomi epatocellulari. (E). Questi tumori 
mostrano una crescita macrotrabecolare, presenza notevolmente inferiore di lipidi ma un 
aumento della basofilia citoplasmatica, significativa atrofia nucleare, e numerose figure 
mitotiche (indicate dalla freccia). Il bordo inferiore della figura del pannello 
rappresenta: 0.4 mm ( B pannello principale in basso a destra; C, pannello principale e 
in alto a destra); 0.2 mm ( B, pannello in alto a destra; E); 0.1 mm ( C; pannello in basso 
a destra); 2.5 mm (D). (Calvisi DF, Wang C, Ho C, Ladu S, Lee SA, Mattu S, 
Destefanis G, Delogu S, Zimmermann A, Ericsson J, Brozzetti S, Staniscia T, Chen X, 
Dombrowski F, Evert M. Increased lipogenesis, induced by AKT-mTORC1-RPS6 
signaling, promotes development of human hepatocellular carcinoma. Gastroenterology 
2011;140:1071-83) 
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7.  Modello murino AKT/Ras 
 
Numerose evidenze sperimentali indicano che l’attivazione delle vie di trasduzione del 
segnale AKT e Ras sia un evento chiave nell’epatocancerogenesi umana (97,98). Tuttavia, 
ad oggi sono state condotte poche indagini per svelare l’effetto funzionale 
dell’interazione tra le due cascate del segnale nel tumore epatico. A questo proposito, 
abbiamo recentemente generato un modello di topo caratterizzato dalla co-espressione 
nel fegato delle forme attivate dei protoncogeni AKT e N-Ras (AKT/Ras). 
Specificatamente, abbiamo co-espresso (myr)-AKT1-miristilato e N-RasV12 attraverso 
trasferimento genico idrodinamico 
(53)
. In tale modello, abbiamo osservato che 
l’iperespressione del solo gene N-RasV12 non induce anormalità dal punto di vista 
istologico nel fegato murino; al contrario, l’iperespressione del solo myr-AKT1 (AKT) 
induce lipogenesi e proliferazione degli epatociti che portano allo sviluppo di adenomi 
epatocellulari e HCC a ~12 e ~ 24 settimane rispettivamente 
(53)
. In forte contrasto, la 
co-espressione di myr-AKT1 e N-RasV12 nel topo accelera la tumorigenesi, portando 
ad un ingrossamento dell’addome e a letalità, rispettivamente a 4 e 6 settimane dopo 
l’iniezione idrodinamica (53). Il nostro studio, pertanto, fornisce un’importante prova che 
la concomitante attivazione delle vie di AKT e Ras promuove rapidamente 
l’epatocancerogenesi nel topo.  
A livello cellulare, la co-attivazione di AKT e N-Ras determina un incremento della 
proliferazione e dell’angiogenesi se comparato con i topi AKT, portando ad una rapida 
trasformazione maligna e progressione del tumore. A livello molecolare, più alti livelli 
di mTORC1, e dei suoi effettori a valle coinvolti nella trascrizione proteica 
(activated/phosphorylated S6K and inactivated/phosphorylated 4E-BP1), angiogenesi 
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(HIF-1, VEGF-), e apoptosi (MCL-1) sono presenti nei tumori in topi AKT/Ras 
quando comparati con le corrispondenti lesioni in topi AKT. 
In contrasto, una simile iperespressione dei bersagli di mTORC2 (LIPIN1, SGK1) viene 
osservata in topi AKT e AKT/Ras quando comparati con topi wild-type. I risultati 
suggeriscono dunque un ruolo cruciale della via Ras/MAPK nell’amplificazione 
dell’attivazione di mTORC1 guidata da AKT (53). In aggiunta, si è visto che l’aumento 
dell’attivazione di mTORC1 nelle cellule tumorali AKT/Ras è la conseguenza, almeno 
in parte, della fosforilazione/inattivazione del residuo di serina 664 del gene TSC2, un 
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Figura 6. La co-espressione di AKT1 miristilata (myr-AKT) e della forma mutata 
di N-Ras (N-RasV12) induce un rapido sviluppo del tumore epatico nel topo. (A) 
Fenotipo del topo wild-type e del topo AKT/Ras (4 settimane dopo l’iniezione). (B) 
Curva di sopravvivenza dei topi iniettati con solo AKT, solo Ras, e AKT combinato con 
Ras. (C) Peso del fegato dei topi wild-type e dei topi AKT/Ras a differenti intervalli di 
tempo (da 1 a 6 settimane dall’iniezione). (D) Immagine dei fegati dei topi wild-type 
(WT e dei fegati dei topi AKT/Ras 4 o 6 settimane dopo l’iniezione (w.p.i). (Ho C, 
Wang C, Mattu S, Destefanis G, Ladu S, Delogu S, Armbruster J, Fan L, Lee SA, Jiang 
L, Dombrowski F, Evert M, Chen X, Calvisi DF. AKT (v-akt murine thymoma viral 
oncogene homolog 1) and N-Ras (neuroblastoma ras viral oncogene homolog) 
coactivation in the mouse liver promotes rapid carcinogenesis by way of mTOR 
(mammalian target of rapamycin complex 1), FOXM1 (forkhead box M1)/SKP2, and c-
Myc pathways. Hepatology 2012;55:833-45). 
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8. La co-attivazione di AKT e Ras nel fegato di topo promuove una rapida 
cancerogenesi attraverso le vie di trasduzione del segnale mTORC1, 
FOXM1/SKP2, e c-Myc 
 
Allo scopo di identificare le vie di trasduzione del segnale che determinano 
un’accelerata epatocancerogenesi nei topi AKT/Ras, sono stati precedentemente valutati 
in topi wild-type, AKT e AKT/Ras i livelli delle proteine del ciclo cellulare e degli 
inibitori del ciclo cellulare. È stata osservata una forte iperespressione del fattore 
trascrizionale forkhead box M1 (FOXM1) e dei suoi geni bersaglio responsabili della 
progressione del ciclo cellulare, inclusi i membri del complesso di degradazione SCF 
(SKP2 e CKS1), quasi esclusivamente nelle lesioni epatiche AKT/Ras preneoplastiche e 
neoplastiche. 
È interessante notare che attraverso esperimenti in vitro è stato dimostrato che 
l’aumento dell’espressione di FOXM1 e c-Myc nelle cellule tumorali derivate da tumori 
AKT/Ras è indipendente da mTORC1, poichè il silenziamento del componente 
RAPTOR di mTORC1 nelle medesime cellule tumorali non è in grado di inibire 
l’espressione di FOXM1 e c-Myc (53). 
Successivamente, è stato valutato il ruolo delle vie di segnale mTORC1, FOXM1/SKP2 
e c-Myc nel mediare la proliferazione cellulare nell’HCC indotto da AKT e N-Ras. I 
risultati ottenuti indicano che il silenziamento di RAPTOR, FOXM1 o c-Myc da soli 
determina una diminuzione, in vitro, della crescita della linea cellulare AKT/Ras, 
mentre la concomitante soppressione dei tre geni porta ad un completo arresto della 
crescita cellulare. Questi dati indicano che le vie di segnale mTORC1, FOXM1/SKP2 e 
c-Myc hanno bersagli distinti nel fegato dei topi AKT/Ras. 
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Tali studi, pertanto, hanno dimostrato che l’attivazione delle cascate del segnale di AKT 
e Ras è sinegica nel promuovere una rapida epatocancerogenesi attraverso un 
meccanismo sia dipendente che indipendente da mTORC1. In particolare, le vie di 
segnale di mTORC1, FOXM1/SKP2 e c-Myc contribuiscono tutte significativamente 
all’attivazione dell’epatocancerogenesi nel modello AKT/Ras. 
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9. Il trattamento con Rapamicina rallenta l’epatocancerogenesi AKT/Ras indotta, 
ma innesca un feedback di attivazione della via si segnale MAPK nelle cellule 
tumorali residue 
 
Per definire meglio il ruolo di mTORC1 nell’epatocancerogenesi indotta da AKT/RAS, 
è stato precedentemente determinato se l’inibizione farmacologica di mTORC1 possa 
inibire lo sviluppo dell’HCC indotto da AKT/Ras in questi topi. A questo proposito, i 
topi AKT/Ras sono stati sottoposti sia alla somministrazione di Rapamicina (un 
inibitore specifico di mTORC1), sia a quella del veicolo per tre settimane, dopo tre 
settimane dall’iniezione idrodinamica (quando nel fegato dei topi AKT/Ras i piccoli 
noduli diventano visibili microscopicamente). Sorprendentemente, tutti i topi trattati con 
Rapamicina apparivano macroscopicamente sani, mentre tutti i topi trattati con il 
veicolo sviluppavano grandi tumori epatici che richiedevano l’eutanasia dei medesimi 
animali. Macroscopicamente, i fegati dei topi trattati con Rapamicina apparivano 
normali e pesavano approssimativamente solo un quinto dei fegati dei topi trattati con il 
veicolo. Tuttavia è interessante notare che la valutazione istologica rivelava la presenza 
di lesioni microscopiche che persistevano nei fegati AKT/Ras trattati con Rapamicina. 
Questo risultato suggerisce che il trattamento con Rapamicina inibisce solo 
parzialmente la progressione del tumore epatico indotto dalla co-expressione dei 
protooncogeni AKT e Ras 
(103)
. 
Per spiegare meglio i meccanismi molecolari coinvolti nell’attività di inibizione 
tumorale mediata dalla Rapamicina, sono state indagate le vie di segnale chiave a valle 
di mTOR in fegati di topi AKT/Ras non trattati, trattati con veicolo e trattati con 
Rapamicina. È importante notare che, come mostrato dall’analisi western blot, la 
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Rapamicina è in grado di inibire in maniera efficace l’espressione di p-AKT, p-TOR e 
p-RPS6. In accordo con altre ricerche il trattamento con Rapamicina mostrava invece 
una scarsa efficacia nel ridurre i livelli di p-4EBP1 
(103)
. Un’incrementata lipogenesi è 
uno dei maggiori indizi dell’attivazione di mTORC1 nel fegato ed è mediata 
principalmente dall’induzione di SREBP1 attraverso l’asse S6K1/RPS6 (103). Di 
conseguenza, i livelli delle proteine coinvolte nella biosintesi lipidica, che includono 
FASN, ACAC, ACLY e SCD1, nei tessuti epatici AKT/Ras trattati con Rapamicina 
erano ridotti. Inoltre, la sintesi degli acidi grassi e i livelli di colesterolo erano 
marcatamente ridotti in seguito alla somministrazione di Rapamicina 
(103)
. Il trattamento 
con Rapamicina inoltre era in grado di indurre l’apoptosi ed inibire l’angiogenesi nei 
tessuti tumorali dei topi AKT/Ras, e questo era accompagnato dall’induzione della 
forma attivata/clivata del mediatore apoptotico caspasi 3, e dalla riduzione dei fattori 
pro-angiogenetici, quali HIF1 e VEGF-. Infine, il trattamento con Rapamicina 
determinava una forte diminuzione della glicolisi. Pertanto, tutti questi fattori 
contribuiscono in maniera determinante alla forte attività di anti-oncogenica svolta dalla 
Rapamicina nei topi AKT/Ras 
(103)
. 
Recenti studi suggeriscono l’esistenza di numerosi processi di feedback tra le vie AKT e 
Ras durante lo sviluppo del tumore 
(99,100,101,102)
. In particolare, una precedente analisi 
aveva mostrato che in campioni di tumori umani l’inibizione di mTORC1 determina 
un’attivazione della via di segnale MAPK attraverso un feedack S6K/PI3K dipendente 
(102)
. Di conseguenza, è stato determinato se lo stesso accada in topi AKT/Ras in seguito 
a trattamento con Rapamicina. I risultati dell’analisi di western blot hanno mostrato la 
presenza di elevati livelli di ERK fosforilato/attivato e dei suoi effettori a valle, p-
MNK1 e p-eIF4E, nei tessuti epatici AKT/Ras trattati con Rapamicina. In accordo 
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con ciò, la colorazione immunoistochimica ha mostrato un’intensa positività per p-ERK 
nelle cellule tumorali residue dei topi AKT/Ras sottoposti al trattamento con 
Rapamicina. 
Per valutare se le cellule tumorali residue a seguito della somministrazione di 
Rapamicina erano ancora in grado di formare tumori più grandi, un gruppo di topi 
AKT/Ras è stato sottoposto alla somministrazione di Rapamicina per due settimane, a 
partire da tre settimane dopo l’iniezione idrodinamica (103). Successivamente, il 
trattamento con Rapamicina è stato sospeso ed i topi AKT/Ras sono stato seguiti per 
ulteriori tre settimane. Sorprendentemente, il blocco della somministrazione della 
Rapamicina portava ad una proliferazione incontrollata delle cellule residue, che 
portava allo sviluppo di grandi tumori che occupavano l’intero parenchima epatico dei 
topi AKT/Ras. Sia l’analisi istopatologica che quella imunoistochimica dei principali 
componenti delle vie di segnale AKT/mTOR e Ras/MAPK hanno mostrato che i tumori 
sviluppati a seguito dell’interruzione della somministrazione della Rapapmicina erano 
identici a quelli formati nei topi AKT/Ras non trattati 
(103)
.  
Riassumendo, tali studi indicano che il trattamento con Rapamicina riduce, ma non 
inibisce completamente, l’epatocancerogenesi indotta da AKT/Ras attraverso la 
soppressione della cascata del segnale mTORC1/RPS6. L’interruzione del trattamento 
con Rapamicina porta allo sviluppo di tumori epatici aggressivi iniziati dalle cellule 
residue iperesprimenti AKT e N-Ras. Dal punto di vista molecolare, il trattamento con 
Rapamicina innesca una iper-regolazione compensatoria della via di segnale MAPK nel 
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10. La contemporanea inibizione delle vie di trasduzione del segnale mTORC1 e 
Ras/MAPK è svantaggioso per la crescita delle cellule AKT/Ras in vitro 
 
Successivamente è stato valutato l’effetto dell’inibizione combinata delle vie 
AKT/mTOR e Ras/MAPK nella crescita delle cellule AKT/Ras 
(103)
. A questo 
proposito, sono state utilizzate linee cellulari derivate da HCC sviluppati nei topi 
AKT/Ras. Il trattamento con entrambi gli inbitori di mTORC1, Rapamicina e l’inibitore 
di MEK, U0126, ha portato ad una significativa riduzione della crescita della linea 
cellulare AKT/Ras dovuta ad una diminuzione della proliferazione e ad un aumento 
dell’apoptosi nelle cellule tumorali (103). Sorprendentemente, i risultati hanno mostrato 
che la somministrazione contemporanea di Rapamicina e U0126 determinava una 
completa inibizione della crescita delle linee cellulari AKT/Ras come conseguenza di 
una forte riduzione della proliferazione e di massiva apoptosi 
(103)
. A livello molecolare, 
è stato dimostrato che il trattamento con Rapamicina è in grado di sopprimere gli 
effettori a valle della via AKT/mTOR, quali p-RPS6 e le proteine lipogeniche, ma non 
ha effetto sui livelli di p-4EBP1 
(103)
. Tuttavia, la Rapamicina determinava una iper-
regolazione compensatoria dell’asse pERK1/2/p-MNK1/p-eIF4E ed inoltre la glicolisi 
era inibita solo marginalmente a seguito del trattamento con Rapamicina. A seguito del 
trattamento della linee cellulari AKT/Ras con U0126 è stata evidenziata l’inibizione 
della via pERK1/2/p-MNK1/p-eIF4E e della glicolisi, mentre non vi erano effetti sulla 
cascata del segnale AKT/mTOR e sulla lipogenesi 
(103)
. Stranamente, invece, è stata 
riscontrata una forte induzione di p-RPS6 a seguito del medesimo trattamento. Tale 
osservazione implica l’esistenza di un’iper-regolazione compensatoria della via 
AKT/mTOR in risposta all’inibizione di MAPK. Tuttavia, tale feedback 
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compensatorio veniva completamente abolito quando la Rapamicina e U0126 venivano 
somministrati in associazione 
(103)
. 
La concomitante attivazione delle vie AKT/mTOR e Ras/MAPK è stata frequentemente 
osservata durante l’epatocancerogenesi umana (97,98). I dati riassunti dimostrano 
l’interazione funzionale delle vie di segnale AKT/mTOR e Ras/MAPK nella 
promozione in vivo dell’epatocancerogenesi; inoltre sono state identificate nuove 
interazioni biochimiche e cascate del segnale la cui attivazione è coinvolta nella 
trasformazione maligna e progressione del tumore promossa dalle vie AKT/mTOR e 
Ras/MAPK. Nello specifico, i risultati ottenuti dimostrano il coinvolgimento di 
meccanismi mTORC1-dipendenti e mTORC1-indipendenti, comprendenti l’attivazione 
di FOXM1/SKP2 e c-Myc, nello sviluppo del tumore epatico indotto 
dall’iperespressione di AKT e N-Ras. Inoltre, tali studi forniscono un modello 
preclinico prezioso che può essere utilizzato per caratterizzare il potenziale 
chemopreventivo e terapeutico di piccole molecole che interferiscono con le vie di 
segnale AKT/mTOR e/o Ras/MAPK. Questi studi dimostrano inoltre che il trattamento 
con Rapamicina inibisce significativamente lo sviluppo del tumore epatico AKT/Ras 
indotto attraverso l’inibizione della cascata del segnale mTORC1/RPS6, senza tuttavia 
avere un effetto sui livelli di p-4EBP1, che è noto essere un effettore chiave a valle di 
mTORC1 in alcuni tipi di tumore. Inoltre, si è dimostrato che il trattamento con 
Rapamicina innesca un meccanismo compensatorio che porta all’induzione della via di 
segnale MAPK. L’attivazione di tale cascata molecolare probabilmente è responsabile 
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Figura 7. Rappresentazione schematica dei meccanismi molecolari che 
intercorrono tra le vie di trasduzione del segnale AKT e Ras/MAPK per 
promuovere la cancerogenesi epatica nel topo e l’effetto del trattamento con 
Rapamicina su tali vie. (A)  AKT induce l’attivazione (indicata dalla freccia rossa) di 
mTORC1, con la conseguente attivazione di RPS6, lipogenesi, e glicolisi, ma anche 
l’inattivazione (indicata dalla freccia blu) della proteina 4EBP1. A seguito 
dell’inattivazione di 4EBP1, mTORC1 rilascia la proteina eIF4E, innescando la 
traduzione proteica. Ras attiva invece la cascata del segnale Raf/MEK/ERK/eIF4E, che 
in seguito attiva mTORC1 e eIF4E. L’interazione tra AKT attivato e Ras porta infine ad 
una crescita cellulare incontrollata. (B) La Rapamicina induce una riduzione (indicata 
dalle sottili frecce rosse) dell’attività di mTORC1 e AKT, ma è inefficace sulla proteina 
4EBP1 e induce una attivazione compensatoria (indicata dalle frecce rosse più spesse) 
della via del segnale Ras/Raf/MEK/ERK e di eIF4E. (Wang C, Cigliano A, Delogu S, 
Armbruster J, Dombrowski F, Evert M, Chen X, Calvisi DF. Functional crosstalk 
between AKT/mTOR and Ras/MAPK pathways in hepatocarcinogenesis: implications 
for the treatment of human liver cancer. Cell Cycle 2013;12:1999-2010). 
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Il carcinoma epatocellulare (HCC) è il più comune tipo di tumore epatico primitivo e 
rappresenta la terza causa di morte per tumore al mondo
 (104)
. Le opzioni terapeutiche 
per la cura dell’HCC sono estremamente limitate e generalmente inefficaci. Solo una 
piccola percentuale di pazienti con HCC, infatti, viene diagnosticata in uno stadio 
precoce della malattia in cui è possibile l’utilizzo di trattamenti terapeutici “risolutivi” 
quali la resezione chirurgica o il trapianto di fegato. La maggior parte dei pazienti 
vengono invece diagnosticati ad uno stadio avanzato di HCC, quando i potenziali 
trattamenti curativi risultano inefficaci
 (97,106)
. Il solo farmaco chemioterapico approvato 
a livello internazionale per il trattamento di HCC allo stadio avanzato è il Sorafenib, una 
piccola molecola che inibisce numerose proteine con attività tirosin-chinasica (RAF, 
VEGFR2, PDGFBR), ma complessivamente l’efficacia del Sorafenib è estremamente 
limitata
 (108)
. Il trattamento con tale farmaco, infatti, prolunga la sopravvivenza dei 
pazienti affetti da HCC di un periodo in genere non superiore alle 10-14 settimane in 
comparazione ai pazienti trattati con placebo. È pertanto imperativo lo sviluppo di 
nuove strategie terapeutiche per il trattamento dell’HCC in stadio avanzato. Per questo 
scopo risulta dunque fondamentale un’approfondita analisi dei meccanismi molecolari 
coinvolti nello sviluppo e nella progressione dell’epatocarcinoma (108-54). 
Lo sviluppo del tumore epatico è un processo multifasico in cui numerose vie di 
trasduzione del segnale sono alterate. Una delle cascate molecolari più frequentemente 
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attivate nell’HCC è rappresentata dalla via PI3K/AKT/mTOR, che risulta implicata 
nelle fasi di inizio, progressione e metastasi
 (98,110)
. PI3K (phosphoinositide 3-Kinase) è 
attivato da un recettore tirosin-chinasico o da una proteina G associata al recettore
 (98)
. 
Conseguentemente all’attivazione di PI3K, AKT (v-akt murine thyoma viral oncogene 
homolog) viene reclutato sulla superficie interna della membrana e fosforilato
 (110)
. 
Negli epatociti di topo, l’iper-espressione di una forma attivata di AKT (Myr-AKT) 
attraverso trasferimento genico idrodinamico induce lipogenesi e proliferazione degli 
epatociti, conducendo infine allo sviluppo di tumori epatici in circa cinque-sei mesi. 
AKT esercita numerosi dei suoi effetti sugli epatociti attraverso il suo effettore chiave, 
il complesso 1 di mTOR (mTORC1) 
(110,111)
. AKT può attivare mTORC1 attraverso una 
maniera dipendente e indipendente da TSC1/2. AKT è infatti in grado di fosforilare e 
inattivare direttamente il complesso TSC1/2, che presiede all’inibizione di mTORC1. Il 
complesso TSC1/TSC2, quando attivo, esercita il suo effetto inibitorio agendo 
sull’attivatore a monte di mTORC1, rappresentato da una piccola GTPasi chiamata Ras 
homolog enriched in brain (Rheb). AKT inoltre è in grado di attivare mTORC1 
fosforilando direttamente PRAS40 (una proteina che interagisce fisicamente con 









Utilizzando topi con una delezione fegato-specifica di TSC1 e Raptor 
(proteina regolatoria associata a mTORC1, e un essenziale componente di mTORC1), 
un recente studio ha dimostrato che mTORC1 controlla la chetogenesi nei topi in 
risposta al digiuno e alla sua modulazione in base all’età (114). Inoltre è stato evidenziato 
che l’attivazione cronica di mTORC1 nei topi con delezione fegato-specifica di 
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I maggiori regolatori della sintesi proteica a valle di mTORC1 sono 4E-BP1 e 
p70S6K1/2
 (112,116)
. In particolare, 4E-BP1 regola negativamente eIF4E, un fattore 
chiave di inizio velocità-limitante per la traduzione CAP-dipendente. La fosforilazione 
di 4E-BP1 da parte di mTORC1 determina la sua dissociazione da eIF4E, consentendo 
dunque la formazione del complesso di inizio della traduzione all’estremità 5’ 
dell’mRNA. È stato dimostrato che il controllo trascrizionale mediato da 4E-BP1/eIF4E 
sembra essere in vivo 
(117)
 un segnale chiave a valle di mTORC1 nella linfomagenesi 
indotta da AKT, e un mediatore critico della proliferazione cellulare indotta da 
mTORC1
 (118)
. Tuttavia, 4E-BP1/eIF4E sembra anche essere uno dei maggiori effettori 
dell’attivazione oncogenica delle vie di segnale AKT e ERK nelle linee cellulari 
tumorali e nei modelli di xenotrapianto
 (119)
. Le proteine p70S6K1 e 2 rappresentano 
altri effettori cruciali a valle di mTORC1. Una volta fosforilate e attivate da mTORC1, 
le proteine p70S6K1 e 2 attivano a loro volta la proteina S6 ribosomiale 40S (RPS6) ed 
altre proteine che regolano il controllo della traduzione proteica
 (120)
. È stato dimostrato 
che la perdita della proteina RPS6 negli epatociti di topo inibisce la proliferazione 
cellulare dopo epatectomia parziale
 (121,122)
. Quando tutti e cinque i residui di serina 
fosforilabili di RPS6 sono rimpiazzati da alanina non fosforilabile, i topi risultanti 
(denominati topi P-/-) mostrano un difetto nella crescita cellulare
 (123)
. Utilizzando 
questo modello di topo, uno studio precedente ha mostrato che è sufficiente una minore 




La Rapamicina è un parziale inibitore allosterico di mTORC1. La Rapamicina e i suoi 
analoghi (detti Rapalogs) sono stati testati clinicamente come agenti anti-tumorali in 
numerosi tipi di neoplasie
 (124,125)
. Tuttavia, gli studi condotti finora hanno dimostrato 
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che i Rapalogs presentano una modesta efficacia terapeutica. Questa mancanza di 
efficacia anti-tumorale è probabilmente dovuta a meccanismi multipli
 (126)
. Uno dei 
meccanismi chiave è rappresentato dal fatto che la Rapamicina ed i suoi analoghi 
inibiscono solo parzialmente mTORC1 attraverso la soppressione della fosforilazione di 




 L’attivazione contemporanea delle vie di trasduzione del segnale AKT/mTOR e 
Ras/MAPK è un evento molecolare frequentemente riscontrato negli HCC umani
 
(113,129)
. Allo scopo di comprendere le interazioni molecolari e biochimiche che 
intervengono tra le due vie di segnale durante l’epatocancerogenesi, abbiamo generato 
un nuovo modello murino di tumore epatico caratterizzato dalla co-espressione delle 
forme attivate di AKT e N-Ras. Successive analisi biochimiche hanno dimostrato che 
entrambe le vie di trasduzione del segnale, mTORC1-dipendente e mTORC1-
indipendente, sono responsabili dell’epatocancerogenesi nei topi AKT/Ras (53). Nel 
presente studio, abbiamo indagato il coinvolgimento della via di mTORC1, inclusi i 
suoi effettori a valle, 4E-BP1/eIF4E e RPS6, nell’epatocancerogenesi AKT/Ras-indotta 
in vivo. I nostri dati dimostrano che entrambe la cascate del segnale (4E-BP1/eIF4E e 
RPS6) hanno un ruolo critico nella patogenesi del tumore epatico AKT/Ras-indotto, ed 
è richiesta la completa inibizione di mTORC1 per bloccare completamente 
l’epatocancerogenesi guidata dagli oncogeni N-Ras e AKT nei topi. 
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2. Materiali e Metodi 
 
2.1. Costrutti e reagenti 
 
Dieci g del plasmide pCMV contenente la transposasi Sleeping Beauty (SB) e dei 
costrutti pT3-EF1-HA-myr-AKT e pT2CAGGS-NRasV12 sono stati diluiti in un 
rapporto 1:25 in 2 mL di soluzione di NaCl 0.9%. Tale soluzione è stata poi filtrata e 
iniettata nella vena laterale della coda di topi di 7 settimane d’età in circa 7-9 secondi. I 
plasmidi pBabe-4E-BP1A4 e pBabe-4E-BP1WT sono stati forniti dal Dr. Davide 
Ruggero dell’Università della California San Francisco (UCSF). I geni 4E-BP1A4 e 4E-
BP1WT sono stati clonati nel vettore pT3-EF1 con una tag HA N-terminale oppure 
con una tag V5 al C-terminale. Il plasmide pT3-EF1-Cre è stato generato partendo dal 
vettore pBS185 CMV-Cre, acquistato dall’Addgene (www.addgene.com; numero di 
catalogo 11916), e suo successivo clonaggio nel vettore pT3-EF1. Tutti i plasmidi 
sono stati purificati utilizzando il kit Endotoxin free Maxi prep (Sigma, St. Louis, MO). 
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2.2. Iniezione idrodinamica e trattamento dei topi 
 
Topi femmine del ceppo FVB/N wild-type sono stati forniti da Charles River 
(Wilmington, MA). I topi femmine sono stati preferiti ai topi maschi a causa 
dell’estrema aggressività di questi ultimi. I topi Raptor fl (flox)/+ sono stati acquistati 
dalla Jackson Laboratories (Sacramento, CA; Stock: 013188), e incrociati tra di loro 
allo scopo di generare topi Raptor fl/fl. Per eliminare Raptor mentre AKT e/o Ras erano 
coespressi, abbiamo iniettato alte dosi del costrutto p-T3-EF1-Cre (20g) insieme a 
basse dosi dei plasmidi AKT (4g) e Ras (4g). Il costrutto p-T3-EF1-Cre contiene 
l’enzima Cre-recombinasi, in grado di determinare la delezione dei segmenti di DNA 
compresi tra due loci flox. Il plasmide contenente la forma wild-type di 4EBP1 oppure 
la sua forma non fosforilabile da parte di mTORC1 (denominata 4EBP1A4) è stato 
iniettato ad alte dosi (20g) insieme a basse dosi dei plasmidi AKT (4g) e Ras (4g). 
La Rapamincina (6mg/Kg/day) o il veicolo, sono stati somministrati ai topi per via 
intraperitoneale per sette settimane. Lo schema del trattamento e del trasferimento 
genico idrodinamico è riassunto in Figura 8. I topi sono stati accuditi, alimentati e 
monitorati in accordo con i protocolli approvati dal comitato per la ricerca sugli animali 
della University of California, San Francisco. 
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Figura 8. Schema che riassume il trattamento ed i geni iniettati attraverso 
trasferimento genico nel topo nel presente studio. Abbreviazioni: w.p.i., weeks post 
injection (settimane dopo l’iniezione); WT, wild-type. 
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2.3. Istologia e immunoistochimica 
 
I fegati sono stati fissati in paraformaldeide al 4% ed inclusi in paraffina. Le lesioni 
preneoplastiche e neoplastiche epatiche sono state colorate con ematossilina ed eosina, 
analizzate e classificate da due esperti anatomo-patologi (Prof. Frank Dombrowski e 
Prof. Matthias Evert, Istituto di Patologia, Università di Greifswald, Greifswald, 
Germania) in accordo con i criteri di Frith et al.
(131)
. Per la colorazione 
immunoistochimica, le sezioni deparafinizzate sono state incubate in perossido di 
idrogeno al 3% disciolto in metanolo per 30 minuti allo scopo di eliminare le 
perossidasi endogene. Per lo smascheramento dell’antigene, i vetrini sono stati scaldati 
in buffer citrato 10 mM (pH 6.0) per 10 minuti ed infine sono stati incubati con 
l’anticorpo monoclonale di coniglio anti-Ki67 (Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, 
TX) alla diluizione di 1:1000. L’immunoreattività è stata visualizzata utilizzando il kit 
Vectastain Elite ABC (Vector Laboratories, Burlingame, CA), ed utilizzando il Vector 
NovaRED™ (Vector Laboratories) come cromogeno. La colorazione dei vetrini 
ottenuta con il cromogeno è stata poi contrastata utilizzando l’ematossilina di Mayer.  
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2.4. Estrazione delle proteine ed analisi Western blot 
 
I fegati di topo sono stati omogenizzati in buffer di lisi [30 mM Tris (pH 7.5), 150 mM 
NaCl, 1% NP-40, 0.5% Na deoxycholate, 0.1% SDS, 10% glicerolo, and 2 mM EDTA] 
contenente il Cocktail completo di Inibitori di proteasi (Roche Molecular Biochemicals, 
Indianapolis, IN), e sonicati. Le concentrazioni proteiche sono state determinate 
utilizzando il Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad, Hercules, CA) utilizzando 
l’albumina bovina sierica come standard. Per l’analisi Western blot, sono state 
denaturate aliquote di 80 μg di lisato proteico mediante bollitura in Tris-Glycine SDS 
Sample Buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA), separate con SDS-PAGE, e trasferite su 
membrane di nitrocellulosa (Invitrogen) mediante elettroblotting. Le membrane sono 
state bloccate in 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline contenente Tween 20 allo 
0.1% per 1 ora e marcate con i seguenti anticorpi primari di coniglio: anti-AKT, anti-p-
AKT, anti-p-RPS6, anti-p-4EBP1, anti-p-ERK1/2 e anti-HA-tag. Tutti gli anticorpi 
sono stati acquistati dalla Cell Signaling Technology (Danvers, MA) ed utilizzati alla 
diluizione di 1:300. Ciascuna membrana è stato incubata overnight con l’anticorpo 
primario, cui è seguita l’incubazione con l’anticorpo secondario anti-coniglio (goat anti-
rabbit HRP-conjugate; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) diluito 1:5000 per 
1h. Successivamente le membrane sono state rivelate con il Super Signal West Pico 
(Pierce Chemical Co., New York, NY). I livelli di ciascuna proteina sono stati 
normalizzati sui livelli di β-actina (Chemicon International, Temecula, CA; diluizione 
1:20000)  
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3.1. La completa eliminazione di Raptor inibisce l’epatocancerogenesi indotta dai 
protooncogeni AKT e Ras in vivo 
 
L’attivazione delle cascate del segnale di AKT e Ras è frequentemente osservata 
nell’HCC umano (129,95). Per comprendere le capacità oncogene di queste vie di 
trasduzione del segnale nell’epatocancerogenesi, abbiamo precedentemente iper-
espresso le forme attivate dei protooncogeni AKT (myr-AKT) e/o di N-Ras (RasV12) 
negli epatociti di topo mediante la tecnica di iniezione idrodinamica. I nostri dati 
indicano che, da un lato l’iperespressione del protoncogene Ras da solo non è in grado 
di indurre epatocancerogenesi mentre, dall’altro lato, l’iperespressione del solo AKT 
induce proliferazione degli epatociti e lipogenesi, con sviluppo di HCC dopo una 
latenza di 5-6 mesi
 (95)
. L’attivazione contemporanea di Ras e AKT, invece, accelera 
significativamente la formazione del tumore epatico, con una forte attivazione della via 
di mTORC1
 (53)
. Nel presente progetto, abbiamo cercato di meglio comprendere il 
contributo funzionale di mTORC1 nel modello di tumore epatico di topo AKT/Ras 
utilizzando approcci genetici. Poiché Raptor è un componente essenziale di mTORC1, 
abbiamo determinato se mTORC1 è richiesto per l’epatocangerogenesi indotta da 
AKT/Ras in vivo. A tale scopo, abbiamo co-iniettato i plasmidi AKT/Ras/pT3 e pT3-
EF1-Cre (AKT/Ras/Cre) in topi Raptor fl/fl (Figura 8). I topi Raptor fl/fl iniettati con 
il vettore AKT/Ras/pT3 hanno sviluppato grossi tumori epatici circa 6 settimane dopo 
l’iniezione idrodinamica ed è stato necessario sottoporli ad eutanasia. In forte contrasto, 
i topi Raptor fl/fl iniettati con AKT/Ras/Cre non hanno sviluppano alcun tumore 
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(Figura 9). L’aumento dei livelli di p-AKT e p-ERK sono stati determinati in tutti i 
tessuti di fegato di topo, confermando con successo l’espressione degli oncogeni 
iniettati ectopicamente nel fegato di topo (Figura 9). Dal punto di vista istologico, i 
tumori epatici da iniezione di AKT/Ras/pT3 in topi Raptor fl/fl erano simili a quelli 
precedentemente descritti quando i geni AKT e Ras erano co-espressi nei topi wild-type 
(53)
 (Figura 9). Al contrario, i fegati dei topi Raptorfl/fl iniettati con AKT/Ras/Cre erano 
completamente normali, senza nessun segno di lesione preneoplastica o neoplastica. Per 
determinare se, dopo lungo tempo, potesse svilupparsi il tumore epatico, abbiamo 
seguito i topi Raptorfl/fl iniettati con AKT/Ras/Cre fino a 20 settimane dopo l’iniezione. 
I topi Raptorfl/fl iniettati con AKT/Ras/Cre non sviluppano alcun tumore nemmeno 
dopo 20 settimane dall’iniezione. Istologicamente, i fegati di topo Raptor fl/fl iniettati 
con AKT/Ras/Cre appaiono normali. In conclusione, i nostri risultati indicano che lo 
sviluppo del tumore epatico indotto dagli oncogeni AKT e Ras richiede l’attivazione 
funzionale di mTORC1 in vivo. 
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Figura 9. L’eliminazione di Raptor, membro cardine del complesso mTORC1, 
determina l’inibizione della cancerogenesi indotta dai protooncogeni AKT e Ras. 
(A) Aspetto macroscopico ed istologico dei fegati iniettati con AKT/Ras/pT3 o 
(pannelli a sinistra) p-T3-EF1-Cre (AKT/Ras/Cre; pannelli a destra) nei topi Raptor 
fl/fl. I fegati dei topi iniettati con p-T3-EF1-Cre sono stati prelevati a sei o venti 
settimane dopo il trasferimento genico idrodinamico. (B) Analisi Western blot che 
dimostra la diminuzione dei livelli delle proteine AKT ed ERK fosforilate/attivate nei 
fegati iniettati con p-T3-EF1-Cre nei topi Raptor fl/fl. (C) Curva di sopravvivenza dei 
topi Raptor fl/fl iniettati con i plasmidi AKT/Ras/pT3 o p-T3-EF1-Cre. Peso del fegato 
dei topi Raptor fl/fl iniettati con i plasmidi AKT/Ras/pT3 o p-T3-EF1-Cre. 
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3.2. Il blocco della via di trasduzione del segnale di RPS6 attraverso la Rapamicina 
inibisce l’epatocancerogenesi indotta dai protooncogeni AKT e Ras 
 
Successivamente, abbiamo indagato il contributo dell’asse di RPS6 e 4E-BP1/eIF4E 
sull’epatocancerogenesi indotta da AKT e Ras. Per questo scopo abbiamo sottoposto i 
topi FVB/N wild-type iniettati con gli oncogeni AKT e Ras al trattamento con 
Rapamicina (AKT/Ras/Rapa) o con il veicolo (AKT/Ras/Veh) giornalmente per 7 
settimane, iniziando il trattamento appena dopo l’iniezione idrodinamica (Figura 10). I 
risultati ottenuti indicano che il trattamento continuo con Rapamicina impedisce 
efficacemente la progressione dell’epatocancerogenesi indotta da AKT e Ras. Dopo 7 
settimane di trattamento, infatti, nessuno dei topi AKT/Ras/Rapa ha sviluppato tumori 
epatici palpabili mentre tutti i topi AKT/Ras/Veh hanno sviluppato grossi tumori epatici 
letali (Figura 10). Istologicamente, le lesioni epatiche dei topi AKT/Ras/Rapa 
consistevano solamente in piccoli cluster di cellule preneoplastiche ricche di lipidi. Al 
contrario, le lesioni epatiche dei topi AKT/Ras/Veh erano, in maniera predominante, 
HCC con una piccola presenza di colangiocarcinomi intraepatici (Figura 10). Il peso del 
fegato dei topi AKT/Ras/Rapa era solo un quinto del peso del fegato dei topi 
AKT/Ras/Veh (Figura 10). Successive analisi di western blot hanno confermato che la 
Rapamicina inibisce p-RPS6 ma non p-4E-BP1 nei tessuti epatici iniettati con AKT/Ras 
(Figura 11). A causa dello stress imposto ai topi quotidianamente con l’iniezione 
intraperitoneale, non abbiamo potuto continuare il trattamento oltre le 7 settimane, per 
cui non è chiaro se il tumore epatico potrebbe eventualmente svilupparsi tardivamente 
nel gruppo di topi trattati con Rapamicina.  
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Tuttavia, i nostri risultati dimostrano chiaramente che RPS6 è un importante effettore a 
valle di mTORC1, ed è richiesta la sua attivazione nell’epatocancerogenesi AKT/Ras 
indotta. 
 
Figura 10. La somministrazione di Rapamicina inibisce lo sviluppo di tumori 
epatici nei topi AKT/Ras.  Aspetto macroscopico (A) ed istologico (B) dei fegati di 
topi AKT/Ras trattati con veicolo (AKT/Ras/Veh; pannelli a sinistra) o Rapamicina 
(AKT/Ras/Rapa; pannelli a destra). (C) Peso del fegato dei topi AKT/Ras trattati con 
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Figura 11. Analisi western blot dei livelli dei due effettori a valle di mTORC1, 
RPS6 e 4E-BP1 nei topi AKT/Ras non trattati (AKT/Ras), trattati con il veicolo 
(AKT/Ras/Veh) o trattari con Rapamicina (AKT/Ras/Rapa). 
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3.3. L’inibizione dell’asse 4E-BP1/eIF4E ad opera di 4E-BP1A4 ritarda lo sviluppo 
e la progressione del tumore epatico indotto dai protooncogeni AKT e Ras 
 
Per studiare il contributo dell’asse di 4E-BP1/eIF4E sulla cancerogenesi epatica indotta 
da AKT e Ras, abbiamo iniettato nel fegato di topi FVB/N wild-type i seguenti 
plasmidi: pT3-EF1 (vettore vuoto, controllo), 4E-BP1 wild-type (4E-BP1WT), o 4E-
BP1A4 (un mutante non fosforilabile di 4E-BP1), insieme con AKT e Ras. Studi 
precedenti mostrano che 4E-BP1A4, ma non 4E-BP1WT, è capace di bloccare l’inizio 
della trascrizione CAP dipendente mediata da eIF4E a valle di mTORC1
 (117)
. Abbiamo 
riscontrato che sette settimane dopo l’iniezione idrodinamica nessuno dei topi 
AKT/Ras/4E-BP1A4 aveva sviluppato alcuna massa palpabile al fegato, mentre tutti i 
topi iniettati con AKT/Ras/pT3 e AKT/Ras/4E-BP1WT sviluppavano voluminosi 
tumori epatici letali. Sono stati infatti riscontrati solo pochi piccoli noduli nei fegati dei 
topi AKT/Ras/4E-BP1A4, mentre nei topi AKT/Ras/pT3 o AKT/Ras/4E-BP1WT, a 
sette settimane dall’iniezione intraperitoneale, si sviluppavano noduli grandi e numerosi 
(Figura 12). 
Successivamente, abbiamo mantenuto in vita i topi AKT/Ras/4E-BP1 per determinare 
se in questi topi potessero eventualmente svilupparsi dei tumori epatici. I risultati 
ottenuti indicano che i topi AKT/Ras/4E-BP1A4 sviluppavano masse epatiche palpabili 
circa 21 settimane dopo l’iniezione. Istologicamente, i noduli nei fegati dei topi 
AKT/Ras/4E-BP1A4 a sette settimane dall’iniezione consistevano di lesioni 
preneoplastiche, mentre piccoli adenomi epatocellulari erano presenti 21 settimane dopo 
il trasferimento genico idrodinamico.  
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Per contro, i noduli tumorali nei fegati dei topi AKT/Ras/pT3 o dei topi AKT/Ras/4E-
BP1WT consistevano di voluminosi HCC e ICC (colangiocarcinomi intraepatici) 
(Figura 12).  
In sintesi, i nostri esperimenti indicano che l’inizio della trascrizione CAP dipendente 
mediata da 4E-BP1/eIF4E ha un ruolo critico nello sviluppo e nella progressione del 
tumore epatico indotto da AKT e Ras. L’inibizione di 4E-BP1/eIF4E ritarda 
l’epatocancerogenesi nei topi AKT/Ras, anche se è incapace di prevenire 
completamente lo sviluppo di lesioni epatiche. 
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Figura 12. Il trasferimento idrodinamico di 4E-BP1A4 ritarda notevolmente lo 
sviluppo di tumori epatici nei topi AKT/Ras. Aspetto macroscopico (pannelli 
superiori) ed istologico (pannelli inferiori) dei fegati di topi AKT/Ras iniettati con 4E-
BP1 wild-type (AKT/Ras/WT) o con 4E-BP1A4 (AKT/Ras/4E4A). Da notare che le 
lesioni dei topi AKT/Ras/WT mostrano un elevato tasso di proliferazione (come 
indicato dalla positività al marcatore Ki67), mentre solo poche cellule sono positive per 
lo stesso marcatore nelle lesioni dei topi AKT/Ras/4E4A. (B) Curva di sopravvivenza 
dei topi AKT/Ras/WT e AKT/Ras/4E4A. (C) Peso del fegato dei topi AKT/Ras/WT e 
AKT/Ras/4E4A.  
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3.4. Il trattamento combinato con Rapamicina ed iperespressione di 4E-BP1A4 
inibisce completamente l’epatocancerogenesi indotta da AKT e Ras 
 
I risultati ottenuti dimostrano che mTORC1 è strettamente necessario per 
l’epatocancerogenesi indotta da AKT e Ras indotta. Tuttavia, lesioni preneoplastiche 
erano osservabili in seguito ad inibizione di RPS6 con la Rapamicina, o inibizione di 
4E-BP1/eIF4E attraverso trasferimento idrodinamico del gene 4E-BP1A4. Abbiamo 
pertanto indagato se la concomitante inibizione di RPS6 e di 4E-BP1/eIF4E fosse in 
grado di inibire completamente la cancerogenesi epatica indotta dai protooncogeni AKT 
e Ras. Per raggiugere questo obiettivo, abbiamo dunque co-iniettato i topi con AKT, 
Ras e 4E-BP1A4, e li abbiamo sottoposti a trattamento con Rapamicina (AKT/Ras/4E-
BP1A4/Rapa) o con il veicolo (AKT/Ras/4E-BP1A4/Veh) per sette settimane. I topi 
AKT/Ras/4E-BP1A4/Rapa, all’esame macroscopico, non presentavano alcun nodulo 
tumorale. L’esame istologico ha rivelato che i tessuti di fegato dei topi AKT/Ras/4E-
BP1A4/Rapa erano pressoché normali (Figura 13). Il fenotipo era molto simile a quello 
dei topi Raptorfl/fl iniettati con AKT/Ras/Cre. Dal punto di vista molecolare, i topi 
AKT/Ras/4E-BP1A4/Rapa hanno mostrato una marcata riduzione dei livelli proteici di 
AKT fosforilato, RPS6 fosforilato e 4E-BP1 fosforilato (Figura 14). 
Questi risultati indicano che entrambi gli effettori a valle di mTORC1, RPS6 e 4E-
BP1/eIF4E, giocano un ruolo cardine nello sviluppo del tumore epatico indotto da AKT 
e Ras. Una completa inibizione di mTORC1 è necessaria per inibire 
l’epatocancerogenesi in questo modello di tumore epatico.  
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Figura 13. Il trasferimento idrodinamico della forma non fosforilabile da parte di 
mTORC1 della proteina 4E-BP1 (4E-BP1A4) combinato al trattamento con 
Rapamicina inibisce completamente l’epatocancerogenesi nei topi AKT/Ras. 
Aspetto macroscopico (pannelli superiori) ed istologico (pannelli inferiori) dei fegati di 
topi AKT/Ras iniettati con 4E-BP1A4 trattati con il veicolo (AKT/Ras/4E4A/Veh) o 
con la Rapamicina (AKT/Ras/4E4A/Rapa). (B) Curva di sopravvivenza dei topi 
AKT/Ras/4E4A/Veh e AKT/Ras/4E4A/Rapa.  
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Figura 14. Analisi Western blot dei fegati dei topi controllo (AKT/Ras/EGFP-Veh), 
iniettati con 4E-BP1 e trattati con veicolo (AKT/Ras/4E-BP1A4/Veh), trattati con 
Rapamicina (AKT/Ras/EGFP-Rapa), oppure iniettati con 4E-BP1 e trattati con 
Rapamicina (AKT/Ras/4E-BP1A4/Rapa). 
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La traduzione dell’mRNA è un fondamentale processo biologico che regola la crescita, 
la proliferazione e la sopravvivenza cellulare. L’inizio della traduzione è mediata da un 
processo multiproteico chiamato eukaryotic translation initiation factors (eIFs). Il 
complesso eIF4 consiste di una proteina CAP-binding eIF4E, una proteina adattatrice 
eIF4G, una RNA elicasi eIF4A e il suo cofattore eIF4B. La formazione del complesso 
eIF4 è regolata da numerose vie di trasduzione del segnale. Per esempio, 4E-BPs sono 
proteine che legano eIF4Ee bloccando l’interazione di eIF4E con eIF4G. La 
fosforilazione di 4E-BPs tramite mTORC1 rilascia eIF4E da questa inibizione, 
consentendo quindi un efficiente inizio della traduzione. eIF4E è inoltre regolato dalle 
chinasi MNK1/2 a valle della via di trasduzione del segnale Ras/MAPK. Alterazioni 
nella regolazione della traduzione dell’mRNA e l’iperespressione di eiF4E sono note 
essere implicate in numerose condizioni patologiche, incluso il cancro. In particolare, 
eIF4E è altamente espresso in una varietà di tumori umani,
(133,134)
 e gioca un ruolo 
importante per l'insorgenza, l’invasione e le capacità metastatiche di una serie di 
neoplasie, quali i carcinomi della testa e del collo a cellule squamose
 (135)
, il carcinoma 





, della tiroide, dell’esofago, dello stomaco, del colon (145), il linfoma 
non-Hodgkin 
(147,148)
 e la leucemia mieloide acuta e cronica 
(146)
. È interessante notare 
che, sebbene eIF4E regoli la traduzione a livello globale, questo protooncogene 
promuova la cancerogenesi tramite la regolazione di un piccolo set di proteine che 
hanno un ruolo chiave nella proliferazione, la sopravvivenza ed il metabolismo 
cellulare, quali le cicline (ciclina D1, ciclina B1 e ciclina E), VEGF-alfa, ODC e c-
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Il ruolo funzionale della sregolazione della traduzione nella patogenesi dell’HCC 
rimane tuttora poco definita. Un recente studio ha mostrato un aumento dell’espressione 
di eIF4E in campioni di HCC e questo aumento dell’espressione di eIF4E era associato 





studio è stato il primo ad analizzare il ruolo critico dell’asse 4E-BP1/eIF4E nel contesto 
dell’attivazione delle cascate del segnale AKT/mTOR e Ras/MAPK nella patogenesi 
dell’HCC. Attraverso gli esperimenti condotti nella presente ricerca, abbiamo 
dimostrato che bloccando l’attività di eIF4E attraverso una forma mutante non 
fosforilata di 4E-BP1 (4E-BP1A4) si ha un ritardo significativo dello sviluppo e della 
progressione del tumore epatico indotto dall’iperespressione dei protooncogeni AKT e 
Ras. I nostri dati indicano, infatti, che l’inibizione di eiF4E attraverso il trasferimento 
genico idrodinamico di 4E-BP1A4 determina un notevole ritardo nello sviluppo di 
tumori nei topi AKT/Ras. Inoltre le lesioni sviluppate in tali topi raggiungono un basso 
grado di malignità. In accordo con questi risultati, i nostri recenti studi hanno mostrato 
che l’iperespressione di eIF4E coopera con N-Ras per indurre lo sviluppo di HCC nel 
topo (dati non pubblicati). I presenti risultati indicano inoltre che nonostante la forte 
attività di soppressione tumorale, l’iperespressione di 4E-BP1A4 da sola non è capace 
di inibire completamente lo sviluppo del tumore epatico nei topi AKT/Ras. 
Quest’ultima osservazione suggerisce che lo sviluppo del tumore epatico indotto dai 
protooncogeni AKT e Ras sarebbe in grado di aggirare la mancanza di regolazione della 
traduzione CAP-dipendente mediata da eIF4E. Il preciso meccanismo alla base di 
questa osservazione è tuttora sconosciuto e richiede pertanto ulteriori analisi. 
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I presenti risultati sottolineano inoltre il ruolo chiave della cascata a valle della proteina 
RPS6 nel trasdurre gli stimoli di crescita indotti nel fegato dall’iperespressione 
combinata di AKT e Ras. In particolare, l’osservazione che l’inibizione combinata della 
proteina RPS6 e dell’asse 4E-BP1/eIF4E è in grado di inibire completamente 
l’epatocancerogenesi indotta da AKT e Ras indica che entrambe la cascate del segnale 
(4E-BP1/eIF4E e RPS6) hanno un ruolo critico nell’epatocancerogenesi di questo 
modello murino. Questi dati hanno indubbiamente delle importanti implicazioni 
cliniche. Sebbene ulteriori evidenze sperimentali siano necessarie, le presenti 
osservazioni indicano che nei tumori umani (non limitati agli HCC) caratterizzati da una 
marcata attività di mTORC1, la soppressione di entrambe le sue branche principali, 
ossia eIF4E e RPS6, deve essere perseguita per ottenere un potente effetto anti-
neoplastico. 
Il presente studio, infine, supporta ulteriormente l’importanza della metodica del 
trasferimento genico idrodinamico come utile sistema per lo studio della patogenesi 
molecolare del tumore epatico e per lo sviluppo di terapie innovative contro questa 
patologia così aggressiva e letale. 
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